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RESUMO

O proposito do presente estudo foi avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana da
Terapia Fotodinamica (PDT) no sistema de canais radiculares, utilizando diferentes
concentracdes do fotossensibilizante azul de toluidina e doses do laser, sobre biofilme
de Enterococcus faecalis, ATCC 51299. Foram utilizados 42 dentes extraidos de
humanos, unirradiculares e os canais foram devidamente preparados, instrumentados
pela técnica de instrumentacéo rotatoria. Os dentes foram autoclavados e os canais
inoculados com uma suspenséo conhecida de Enterococcus faecalis foram incubados
por 21 dias. Os espécimes submetidos a PDT, utilizando combinagfes com diferentes
concentragbes do fotossensibilizante azul de toluidina (TBO) (0.5, 5 e 10ug/ml) e
tempos de irradiagéo (60, 120, 300 e 600s) equivalentes a doses de energia 6, 12, 30
e 60J, utilizando uma fibra Optica intracanal e irradiacdo com o laser de diodo (AsGaAl)
a 100mwW. Os controles, positivo e negativo, ndo receberam nenhum tipo de
tratamento. Amostras do conteldo intracanal foram coletadas com cone de papel
esterilizado, antes e ap0s 0s respectivos tratamentos e submetidos a cultura contendo
agar BHI. Para determinar o nimero de unidades formadoras de colbnias por mL
(UFC/mL). Os dados obtidos na analise microbiolégica (UFC/mL) foram analisados por
meio da andlise de variancia e teste de Tukey. E para confirmar a formacédo de
biofilme, dois espécimes de cada grupo foram selecionados e analisados ao
microscopio eletrbnico de varredura (MEV). As combinacdes de TBO 0.5ug/ml e 600s
e 5ug/ml e 10ug/ml em todos os tempos de irradiacdo testados resultaram em
significativa redugcdo dos micro-organismos, sendo que a combinacdo TBO 5ug/ml e
600s apresentou significantemente a maior porcentagem de reducdo. Foi possivel
concluir que a utilizagdo da PDT com o fotossensibilizante TBO e irradiagdo com laser
de baixa poténcia apresenta acdo antibacteriana significativa sobre biofilme de
Enterococcus faecalis, sendo uma terapia promissora frente aos micro-organismos

persistentes ao tratamento endodéntico convencional.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica, laser, Enterococcus faecalis, endodontia



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate in vitro antimicrobial activity of Photodynamic
Therapy (PDT) in the root canal system, using different concentrations of
photosensitizer toluidine blue (TBO) and laser doses on biofilms of Enterococcus
faecalis, ATCC 51299. Used 42 extracted human teeth, single-rooted and the canals
prepared to rotary instrumentation. The teeth were autoclaved and canals inoculated
with a suspension Enterococcus faecalis in brain heart infusion and were incubated for
21 days. The specimens were subjected to PDT using combinations with different
concentrations of the photosensitizer TBO (0.5, 5 and 10ug/ml) and irradiation times
(60, 120, 300 and 600s) equivalent to doses of energy 6, 12, 30 and 60J, using an
optical fiber intracanal and irradiation with diode laser (GaAlAs) to 100mW. The
controls groups no treatment. Before and after the respective treatments the canal
contents were sampled with sterilized paper points, the sample was dispersed in
transport medium, serially diluted and culture on blood agar to determine the number
of colony forming units per mL (CFU / mL). The data obtained in the microbiological
analysis (CFU / mL) were analyzed by analysis of variance and Tukey test. And to
confirm biofilm formation, two specimens of each group were selected and analyzed by
scanning electron microscopy (SEM). Combinations of TBO 0.5ug/ml and 600s and
TBO 5ug/ml, 10ug/ml and in all irradiation times tested resulted in significant reduction
of micro-organisms but the combination TBO 5ug/ml and 600s showed significantly
higher percentage of reduction. It was concluded that the use of PDT with the
photosensitizer TBO and laser irradiation low power presents significant antibacterial
action on biofilm of Enterococcus faecalis, is a promising therapy in the face of

persistent micro-organisms to conventional endodontic treatment.

Keywords: Photodynamic Therapy, Laser, Enterococcus faecalis, endodontics
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1 INTRODUCAO

Os micro-organismos sao 0s principais agentes etiolégicos das infec¢des
endodénticas sendo o controle e a eliminacdo desses micro-organismos
importantes durante todo o tratamento endodéntico (AL- HEZAIMI et al., 2006;
CARDOSO et al., 2008; DUNAVANT et al.,, 2006; MENEZES et al.,, 2004;
SIQUEIRA JR.; UZEDA, 1996; SIQUEIRA,; RO(}AS, 2008; ZOLETTI,
SIQUEIRA JR.; SANTOS, 2006).

Os micro-organismos presentes no sistema de canais radiculares podem
colonizar os tdbulos dentinérios, canais acessorios, reentrancias, istmos e
deltas apicais dificultando a eliminagdo pela instrumentacédo, pelo uso de
solucdes irrigadoras e pela medicacdo intracanal. Apesar da efetividade de
diversas substancias irrigadoras e da medicacdo intracanal, ainda existem
varios casos de insucesso (DUNAVANT et al., 2006).

Exemplo disso € a colonizacdo de Enterococcus faecalis considerada
uma das espécies mais resistentes e persistentes nas infec¢cdes endodonticas,
gue podem ser causadores de falhas em tratamentos endodénticos (BASRANI
et al.,, 2004; DUNAVANT et al., 2006; GOMES et al., 2004; JOHNSON et al.,
2006; LIM et al., 2009 RADCLIFFE et al., 2004; STUART et al., 2006). O E.
faecalis € um micro-organismo anaerdébio facultativo, o qual consegue, muitas
vezes, apresentar resisténcia aos agentes antimicrobianos além de diversos
antibioticos. Isso pode ocorrer devido a capacidade dessa espécie de bactéria
formar biofilme no canal radicular o que o torna altamente resistente aos
antimicrobianos (DUNAVANT et al., 2006; STUART et al., 2006).

Exatamente por todas essas caracteristicas e fatores de resisténcia é
gue o envolvimento de Enterococcus spp. esta relacionado com os casos mais
complicados, e os estudos em Endodontia se preocupam em empregar a
espécie na avaliacdo de seus métodos. Estudos revelam que praticamente
todos os casos radiograficamente identificados com periodontite apical
possuem isolados de E. faecalis (JOHNSON et al., 2006).

As constatagbes clinicas aliadas ao conhecimento da literatura

esclarecem que o insucesso pode ser justificado por falhas no processo de
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limpeza e desinfeccdo (SIQUEIRA Jr., 2001). Além disso, a defesa do
hospedeiro ou a administracédo sistémica de agentes antimicrobianos ndo sao
acessiveis aos micro-organismos remanescentes dentro do sistema de canais
radiculares (DUNAVANT et al., 2006; JOHNSON et al., 2006), por isso a
necessidade de complementar a terapia endodontica convencional com novas

técnicas que aumentem a acdo antimicrobiana.

O uso do laser na Endodontia foi relatado em 1971, por Weichman &
Johnson, mas apenas recentemente 0 seu uso tem sido reconhecido e
indicado. Algumas propriedades dos lasers de alta e os de baixa poténcia
permitem seu uso na Endodontia. Tanto os lasers de alta como os de baixa
poténcia, podem ter agdes antimicrobianas muito eficazes. Sendo considerado
na literatura como um eficiente coadjuvante na reducdo bacteriana intracanal
(WALSH, 2003).

Os lasers de alta poténcia demonstram resultados promissores na
descontaminacdo dos canais radiculares, no entanto, o aumento de
temperatura, inerente ao processo, torna o procedimento criterioso devido a
possibilidade de causar injurias ao tecido adjacente (Wilson et al., 1996). Ja os
lasers de baixa poténcia requerem uma tecnologia menos complexa, além de
serem mais compactos e com um custo reduzido, favorecendo seu uso na
pratica clinica (GARCEZ et al., 2003).

A literatura salienta para as vantagens do laser de baixa poténcia na
eliminagdo microbiana do sistema de canais radiculares (GUTKNECHT et al.,
2005), com a Terapia Fotodinamica. Estudos tém demonstrado resultados
satisfatorios, com os quais se consegue uma reducdo bacteriana significativa
no sistema de canais radiculares (SEAL et al., 2002; GARCEZ, 2002; BONSOR
et al., 2006; SOUKOS et al., 2006; WILIAMS et al., 2006). No entanto, o laser
de baixa intensidade s6 consegue acao bactericida se associado a um corante
fotossensivel (WILSON, 1994).

A utilizacdo de uma fonte de luz especifica, como o laser de baixa
poténcia, associado a um corante com caracteristicas fotossensibilizadoras,
chamada Terapia Fotodinamica Antimicrobiana ou PDT (Photodynamic

Therapy), resulta em espécies reativas citotbxicas capazes de inviabilizar as
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células (GARCEZ, et al., 2006; MACHADO, 2000). Dessa forma, os micro-
organismos em contato com 0 corante tornam-se susceptiveis a luz a ser
irradiada, a qual induzird uma reacdo fotoquimica com formacéo de radicais
livres e oxigénio singleto. Estes sdo os produtos responsaveis pela invasao e

ruptura da parede celular bacteriana, levando a destruicdo do micro-organismo.

A PDT, aliada ao tratamento endoddntico convencional, pode ser uma
ferramenta util na reducdo microbiana intracanal, com a vantagem de ser
seletiva, de facil aplicacdo e ndo promover resisténcia bacteriana (ALFENAS et
al., 2011). Entretanto a selecao e a concentra¢do do corante, o tempo de pré -
irradiacdo, o tempo de irradiacdo, a poténcia e o modo de operagéao do laser
utilizados na terapia constituem variaveis, as quais nao permitiram ainda

estabelecer um protocolo ideal para o uso da Terapia Fotodinamica.

Deste modo, torna-se necessario 0 desenvolvimento de novas
pesquisas que avaliem sua efetividade, utilizando-se diferentes parametros,
visto que a PDT tem se mostrado um importante aliado na desinfeccdo do

sistema de canais radiculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCAO ENDODONTICA E Enterococcus faecalis

Os micro-organismos sdo 0s principais agentes etioldgicos das patologias
pulpares e periapicais e do insucesso do tratamento endodontico (AL-HEZAIMI et al.,
2006; GOMES et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2000; SIQUEIRA e ROCAS, 2008).
Embora virus, leveduras e protozodrios podem ser encontrados como constituintes da
microbiota oral, as bactérias sdo os habitantes dominantes (SIQUEIRA e RO(;AS,
2005).

De um total de mais de 500 espécies microbianas que colonizam a cavidade
bucal, apenas um namero restrito de aproximadamente 150 espécies de amostras dos
canais radiculares foi relatado, geralmente em combinagéo de cinco a sete espécies
diferentes, com grande prevaléncia de anaerobios estritos, principalmente Gram-
negativos (GOMES et al., 2004).

Nas infec¢cdes endodoOnticas primarias a presenca de diversas espécies
colonizando o sistema de canais radiculares determina a caracteristica polimicrobiana
desta condicdo, com predominio de anaerdbios Gram-negativos. Nos casos de
insucesso do tratamento endoddntico, nas infec¢cdes endodénticas secundarias, ha o
envolvimento de poucas espécies, com colonizacdo predominante de anaerdbios
Gram-positivos (KARIM et al., 2007).

A demanda de oxigénio também determina a composicdo da microbiota
endodbntica. Estudos sobre a dindmica das infec¢cbes endoddnticas mostram que
existe uma relativa proporgdo de micro-organismos facultativos na fase inicial, em que
0 oxigénio esta presente em grande quantidade nos tecidos. Com o inicio da necrose
tecidual, a tenséo de oxigénio diminui pela auséncia de micro circulagdo e ocorre uma
diminuicdo de bactérias anaerdbias facultativas com um aumento das bactérias
anaeroObias estritas. Isto ocorre, principalmente, pelo aumento do consumo de
oxigénio, criando condi¢des restritas e sustentando o crescimento da microbiota
anaerobia estrita (MENEZES et al., 2004).

Embora seja fato consolidado na dindmica da infeccdo endodéntica o
favorecimento das espécies anaerdbias estritas, estudos na literatura mencionam que

bactérias anaerdbias facultativas sdo mais resistentes a atividade dos antimicrobianos,
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do que os anaerbbios estritos, o que favorece a persisténcia desses, mesmo apés a
terapia endodontica (VIVACQUA-GOMES et al., 2005).

Os micro-organismos anaerébios facultativos, como Enterococcus spp. podem
permanecer em fase latente, com uma baixa taxa metabdlica por um periodo de
tempo, mas mudangas ambientais, como uma infiltracdo coronéria, podem modificar
as condi¢bes nutricionais e contribuir para a ativacdo destes micro-organismos e

consequente proliferacdo dos mesmos (CHAVEZ et al., 2003).

A presenca de Enterococcus faecalis influencia o prognéstico do tratamento
endodbdntico, sendo associada a prognosticos pouco favoraveis. Os estudos
evidenciam também a alta prevaléncia de cepas isoladas de Enterococcus faecalis em
dentes com lesBes perirradiculares associadas, sugerindo ser a espécie envolvida na
patogénese das lesbes recorrentes (ZOLETTI; SIQUEIRA; SANTOS, 2006).

Os Enterococcus séo isolados de areas do corpo ricas em nutrientes, mas
pobre em oxigénio, como flora normal do trato gastrintestinal e cavidade oral. As
espécies clinicamente importantes e mais freqlentemente isoladas sdo o
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, responsaveis por grande parte das
infeccdes endododnticas (TORTORA, FUNKE e CASE, 2008).

Akpata e Blechman (1982) investigaram, in vitro, a invasao bacteriana no
interior da dentina radicular. Quatorze dentes extraidos de humanos, unirradiculares,
foram preparados, instrumentados e esterilizados. Uma suspensdo bacteriana foi
inoculada nos dentes e apoés incubacao de 1, 2 e 3 semanas, foram realizados cortes
transversais das raizes e avaliados histologicamente. Quanto maior o periodo de
incubagdo, maior foi a invasdo de Enterococcus faecalis nos tubulos dentinarios. Até
duas semanas, ndo houve contaminacao dos tubulos dentinarios no comprimento total
da raiz. No entanto, em trés semanas de incubac¢do, os tabulos dentinarios estavam
densamente infiltrados por Entercoccus faecalis, tendo maior concentracdo no tergo
cervical, menos no terco médio e ainda menos no ter¢co apical. Os resultados
evidenciaram a relacdo existente entre tempo e invasdo bacteriana, bem como, o

modo de distribuicdo dos micro-organismos.

Fabricius et al. (1982) deixaram os canais radiculares de 24 dentes de trés
macacos, expostos a microbiota bucal e apdés seis meses foi possivel observar a
grande capacidade do Enterococcus faecalis de sobreviver como micro-organismo
Unico, sem relagcdo cooperativa com outras bactérias. Os autores também concluiram
que bactérias anaerobias estritas desempenham importante papel no desenvolvimento

e manutencao de periodontite apical.
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Haaspalo e Orstavik (1987) propuseram um modelo experimental in vitro para
desenvolver infec¢cao em tdbulos dentinarios. Blocos de dentina radicular bovina foram
infectados com Enterococcus faecalis por trés semanas e medicac¢fes intracanal a
base de hidréxido de célcio e paramonoclorofenol canforado foram testados. Os
autores observaram que a presenca de cemento afetava a capacidade das células de
Entercoccus faecalis infectar a dentina radicular, enquanto a auséncia facilitava tal
contaminacdo. Amostras bacteriolégicas colhidas no interior dos canais revelaram
cultura negativa apds exposicdo as medicacdes testadas, porém amostras da dentina
radicular desses mesmos espécimes revelaram infeccdo pela bactéria testada. Os
resultados indicaram que culturas negativas provenientes de amostras colhidas do
canal nao significam auséncia de micro-organismos, podendo esses estarem alojados

no interior dos tubulos dentinarios.

Nair et al. (1990) estudaram a presenca de bactérias e fungos nos canais
radiculares. Foram utilizados nove dentes humanos apicectomizados assintomaticos e
resistentes ao tratamento endododntico. A maioria dos dentes revelou presencga de
micro-organismos no ter¢o apical, contendo uma ou mais espécies e dois revelaram a
presenca de fungos. Os autores concluiram que micro-organismos podem resistir a

terapia convencional e desempenhar um papel significativo no fracasso do tratamento.

Orstavik e Haaspalo (1990) testaram o efeito de duas substancias irrigadoras,
hipoclorito de sédio e EDTA, em canais radiculares contaminados com Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeuginosa, Streptococcus sanguis e Escherichia coli. O
Enterococcus faecalis persistiu por, pelo menos, 10 dias apés a supressdo de
nutrientes enquanto 0s outros micro-organismos perderam a viabilidade entre 4 e 48

horas.

Baumgartner e Falker Jr. (1991) avaliaram a presenca de bactérias nos cinco
milimetros apicais de canais radiculares infectados de 10 dentes extraidos, com
exposi¢ao pulpar por carie ou lesdo periapical e a presenga de dor era comum em
todos eles. Os dentes foram extraidos e, imediatamente, armazenados em tubo de
ensaio esterilizado. Apds andlise microbiolégica cinquienta cepas de bactérias foram
isoladas e identificadas. As bactérias encontradas em maior numero foram:
Actinomyces, Bacteroides, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum,
Lactobacilos, Peptoestreptococcus, Streptococcus mutans e Veilonella. A presenca de
bactérias anaerobias nos cinco milimetros apicais dos canais infectados foi

predominante.
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Sjogren et al. (1997) investigaram o papel da infeccdo endodbntica no
prognoéstico de 55 dentes unirradiculares, com necrose pulpar e evidéncia radiografica
de lesdo periapical. Os dentes foram instrumentados e irrigados com hipoclorito de
sédio a 0,5%. Amostras bacteriolégicas foram colhidas antes e apos a instrumentacao
dos canais. Em seguida, os dentes foram obturados na mesma sessdo. Nos
resultados observou-se que todos o0s dentes estavam infectados antes da
instrumentacdo e que apds a instrumentacdo houve uma reducdo das espécies
bacterianas em 22 dentes. Os pacientes foram acompanhados clinica e
radiograficamente por um periodo de 5 anos. Nos dentes que apresentaram cultura
negativa apos a instrumentacdo a completa formacdo éssea ocorreu em 94% e nos
casos onde a cultura foi positiva apos a instrumentagéo, 0 sucesso ocorreu em 68%
dos casos. Os autores enfatizaram a importancia da completa eliminagéo bacteriana
antes da obturagdo do canal, ressaltando que este objetivo pode n&do ser alcangado
em tratamentos realizados em uma Unica sessdo, sem a utilizagdo de uma medicacao

antimicrobiana.

Sundgqyvist et al. (1998) selecionaram 54 dentes com lesBes persistentes para
retratamento. A proposta deste estudo foi determinar o tipo de flora microbiana
presente antes e depois do retratamento. Amostras no interior dos canais foram
coletadas: uma amostra na primeira consulta apés a remocdo do material obturador,
trés amostras na segunda sessédo e a ultima amostra antes da obturacdo do dente. A
microbiota oral predominantemente encontrada foi de bactérias Gram-positivas, sendo
Enterococcus faecalis a espécie mais encontrada nos casos de insucesso. Os autores
associaram essa elevada incidéncia do Entercoccus faecalis a resisténcia aos
medicamentos antimicrobianos usados durante o tratamento e a capacidade de
sobreviver em canais radiculares como micro-organismo Gnico, em ambiente escasso

de nutrientes.

Love (2001) investigou, in vitro, a sobrevivéncia e o crescimento do
Enterococcus faecalis em tubulos dentinarios. Culturas de Streptococcus gordonni,
Streptococcus mutans ou Enterococcus faecalis foram colocadas em meio BHI
contendo diferentes concentracbes de soro humano. Os resultados permitiram
observar que o fator de viruléncia do Entercoccus faecalis pode estar relacionado a
capacidade desta bactéria invadir tdbulos dentinarios e aderir ao colageno na
presenca de soro humano. Concluiu que a capacidade dessa espécie, em causar
alteracdo perirradicular e falha no tratamento endodéntico, se deve a sua habilidade

de invadir tibulos dentinarios e de permanecer viavel dentro deles.
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Peciuliene et al. (2001) avaliaram o papel das bactérias Gram-negativas e
espécies de enterococos de 40 dentes de pacientes com lesdes periapicais
assintomaticas e a a¢do antimicrobiana da solucao irrigadora iodeto de potéassio. Os
canais radiculares dos pacientes selecionados foram obturados entre 5 e 10 anos
anteriores a pesquisa e as obturagdes consideradas, pelos autores, insatisfatorias. O
retratamento endodoéntico foi realizado em condigbes de assepsia e somente com uso
de instrumentos manuais. Apés primeira coleta microbiol6gica, os canais foram limpos
e modelados com limas Hedstréem e irrigados com hipoclorito de sddio a 2,5% e
solucdo de EDTA a 17% foi utilizada para irrigacao final. Logo ap6s o preparo quimico-
mecéanico, novas amostras foram colhidas no interior dos canais com auxilio de pontas
de papel absorvente. Os dentes foram divididos em dois grupos: A: 20 dentes
receberam medicacao intracanal com hidréxido de calcio que permaneceu dentro do
canal entre 10 e 14 dias, antes da obturacao definitiva dos canais; B: 20 dentes foram
irrigados com solugéo de iodeto de potassio por um periodo de 5 minutos, antes da
obturacéo definitiva do canal. Uma terceira amostra microbiologica de todos os canais
foi colhida antes da obturacéo final. A analise microbiolégica da primeira coleta
revelou a presenca de fungos, bactérias Gram-negativas facultativas e espécies de
enterococos. Na segunda amostra, ou seja, ap0s 0 preparo quimico-mecanico,
observou-se a presenca de bactérias facultativas e Gram-positivas anaerébias. Apos a
coleta da terceira amostra, onde foi realizada a irrigacdo com iodeto de potassio, a
analise microbiolégica foi negativa. O Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana

prevalente.

Siqueira Jr. e Lopes (2001) avaliaram a presenca de bactérias na regido apical
dos canais radiculares de vinte e sete dentes extraidos apresentando lesdo cariosa
extensa, lesdes radioltcidas e lesdes periapicais. Apos a fixacdo, as lesdes foram
removidas e o0s cinco milimetros apicais de cada raiz foi seccionada. As pontas das
raizes foram preparadas, desidratadas e examinadas ao microscépio eletrbnico de
varredura para verificar a presenca de bactérias na superficie apical da raiz. Os
resultados demonstraram presenca macica de bactérias proxima ao forame apical,

restritas a regido do canal radicular.

Chéavez De Paz et al. (2003) investigaram o tipo de bactéria que se manteve no
canal radicular ap0s o preparo quimico-mecéanico de dentes com patologia periapical.
Amostras foram colhidas de duzentos dentes com evidéncias clinicas e radiograficas
de lesdo periapical. Os achados bacteriol6gicos foram associados aos parametros

clinicos e radiogréficos considerando o estado do canal antes do tratamento: polpa
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viva, necrosada ou canal obturado. Os resultados permitiram observar que bactérias

Gram-positivas foram predominantemente encontradas.

Vivacqua-Gomes et al. (2005), em estudo sobre recuperagcdo de Enterococcus
faecalis apds tratamento endodontico em U(nica ou varias sessfes, além de
observarem que ndo existe diferenca na contagem da espécie entre os tipos de
tratamento, relatou que apos 60 dias de selamento do canal, o Entercoccus faecalis

continua viavel no interior dos tibulos dentinarios.

Em 2006, Sedgley et al., utilizando os métodos de cultivo e PCR (polymerase
chain reaction) em tempo real detectaram a presenca de Enterococcus faecalis em
67,5% das amostras coletadas de infec¢des primarias e em 89.6% das 48 amostras
coletadas de infecgOes refratarias. O Enterococcus faecalis foi mais prevalente quando

baseado na técnica de PCR.

A habilidade do Enterococcus faecalis em formar biofiime e a sua resisténcia
aos agentes antimicrobianos podem ser fatores que contribuem para sua persisténcia
apos o tratamento endodbntico, o que pode levar a falha da terapia instaurada
(KISHEN; GEORGE; KUMAR, 2006). Além disso, o Entercoccus faecalis apresenta
elevada taxa de sobrevivéncia, podendo permanecer viavel por até 12 meses
(JOHNSON et al. 2006).

Gilbert, Das e Foley (1997) em uma revisdo de literatura esclareceram 0s
mecanismos pelos quais os biofilmes bacterianos possuem resisténcia aos agentes
antimicrobianos e antibiéticos. Os autores relataram que, apesar de alguns aspectos
da resisténcia do biofiime ainda n&do serem esclarecidos, acredita-se que o0s
mecanismos dominantes estdo relacionados a ambientes nutricionalmente
modificados e a supressdo do crescimento no interior da comunidade. O biofilme
favorece as infecgBes recorrentes devido a sua baixa susceptibilidade aos

antimicrobianos.

Costerton, Stewart e Greenberg (1999) definiram biofilme bacteriano como uma
comunidade estruturada de células bacterianas, envolvida em uma matriz polimérica
hidratada, aderida a uma superficie inerte ou viva. O modo de crescimento bacteriano
confere a essas comunidades uma forma de crescimento protegido, que permite sua
sobrevivéncia em ambientes com caréncia de nutrientes e alta resisténcia aos agentes
antimicrobianos. Os autores ressaltaram que essa formagéo € encontrada na maioria
das raizes com infecgBes bacterianas persistentes e crénicas e, devido ao crescimento

lento, produz sintomas lentamente. Relataram, também, que as células bacterianas
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desenvolvidas em uma superficie sofrem adesdo, formam um biofilme e adotam um

fenotipo diferente de sua célula planctonica.

Distel, Haston e Gillespie (2002) propuseram-se a avaliar a capacidade do
Entercoccus faecalis de resistir as medicagfes intracanais comumente utilizadas e de
infectar, cronicamente, o sistema de canais radiculares, através da formacao de
biofilme. Quarenta e seis dentes anteriores superiores foram colonizados com
Entercoccus faecalis e medicados com hidréxido de célcio a fim de serem observados
ao microscopio eletrénico de varredura e ao microscopio de varredura a laser confocal.
A microscopia eletrdnica de varredura demonstrou colonizacdo de todos os canais
medicados com hidréxido de calcio e do controle positivo, em dois dias. Apés 77 dias,
verificaram a formacgé&o de biofilme nos canais com medicagéo intracanal de hidroxido
de calcio. A microscopia de varredura a laser confocal mostrou a presencga de coldnias
de Entercoccus faecalis viaveis nos canais medicados em 86 dias, e a presenca de
biofilme nos canais infectados apds 160 dias. Esses resultados suportam a hipétese
de que ha formacado de biofilme de Entercoccus faecalis em canais radiculares com

medicacao intracanal.

Soukos et al. (2003) mencionaram que as principais hipoteses sobre a reduzida
susceptibilidade do biofilme aos agentes antimicrobianos é a dificuldade de
penetracdo, possibilidade de inativacdo do agente e existéncia de micro-organismos
com crescimento lento ou em estado de repouso. Existem evidéncias de que o biofilme
tende a resistir também as forcas mecéanicas de remocdo, além de resistente as

defesas especificas e ndo especificas do hospedeiro.

George, Kishen e Song (2005) examinaram a ultraestrutura do biofilme de
Enterococcus faecalis formado no canal radicular e a penetracdo dele nos tubulos
dentinarios, em diferentes condi¢cdes nutricionais e ambientais. No experimento,
utilizaram 45 dentes higidos sob condi¢cbes de anaerobiose, aerobiose, riqueza de
nutrientes e caréncia de nutrientes. Apés 21 dias, os dentes analisados por meio de
microscopia eletrbnica de varredura, mircoscopia de varredura a laser confocal,
microcopia eletrébnica de varredura com energia dispersiva de Raios-X (EDX) e
microscopia optica. Em todas as condi¢des testadas, o Enterococcus faecalis invadiu
0s tubulos dentinérios, porém a profundidade de penetragdo dele nos tubulos foi

significantemente maior no meio rico em nutrientes.
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2.2 ASPECTOS ENDODONTICOS NA ELIMINACAO MICROBIANA

O tratamento endodéntico busca romper o equilibrio do ecossistema
microbiano, através de agentes quimicos em associagdo com técnicas mecanicas,
com a finalidade de promover a desinfeccdo do sistema de canais radiculares
(SIQUEIRA et al., 2000).

A limpeza do canal radicular é alcancada pela instrumentacdo, irrigacdo e
medicacdo intracanal. Todos esses procedimentos devem ser usados de forma
combinada no tratamento (CARDODO et al., 2008). Diversos autores consideram que
infecgBes persistentes podem ser causadas por micro-organismos que invadiram 0s
tubulos dentinéarios, antes ou durante o tratamento endodontico. Nos canais infectados
€ nos retratamentos, 0s micro-organismos, principalmente o Enterococcus faecalis
estdo localizados na parede dos canais aderidos na forma de coldnias ou de biofilme
(TRONSTAD; BARNETT; CERVONE, 1990).

As éareas como istmos, deltas, ramificagbes, irregularidades e tuabulos
dentinarios séo locais complexos do sistema de canais radiculares. Essas areas sdo
dificiimente alcangadas pelos agentes antimicrobianos utilizados na terapia
endodéntica convencional e representam um obstaculo na eficacia do tratamento
endododntico. A resisténcia a diversos medicamentos antimicrobianos usados na
terapia endodontica e a resisténcia ao hidroxido de calcio, por suas caracteristicas
alcalino-tolerantes, séao fundamentais no favorecimento da sobrevivéncia de

Enterococcus faecalis apos o tratamento endoddntico (DUNAVANT et al., 2006).

Bystrom e Sundgvist (1981) avaliaram a eficiéncia da instrumenta¢cdo mecanica
na terapia endodoéntica e concluiram que a instrumentacdo sem estar associada a uma
solucdo bactericida ndo é capaz de eliminar as bactérias, apesar de, em alguns casos,

os dentes terem sido submetidos a cinco sessfes de instrumentagao.

Bystrém e Sundqvist (1983) realizaram um estudo in vivo no qual avaliaram a
acao do hipoclorito de sodio a 0,5%. Foram selecionados trinta dentes unirradiculares
com polpas necréticas, onde quinze dentes foram irrigados com hipoclorito de sédio a
0,5% durante o tratamento e o0s outros quinze irrigados com solugcdo salina. O
tratamento foi realizado em cinco sessdes e a presencga de bactérias avaliada em cada
sessdo. ApOs a quinta sessdo nenhuma bactéria foi isolada em 8 dos 15 canais
tratados com solugéo salina, enquanto 12 dos 15 canais tratados com hipoclorito de
sédio a 0,5% apresentavam-se livres de bactérias. Esses resultados sugerem que o

hipoclorito de s6dio é mais efetivo que a solucao salina na irrigacdo dos canais.
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Bystrom e Sundqvist (1985) investigaram o efeito do hipoclorito de sodio a 0,5
e 5% e do &cido etileno diamino tetracético (EDTA) na eliminacdo bacteriana em
canais radiculares. Sessenta dentes unirradiculares com necrose pulpar com evidéncia
radiogréfica de destruicdo 0ssea periapical foram divididos em trés grupos. Grupo 1:
canais irrigados com hipoclorito a 0,5%, grupo 2: canais irrigados com hipoclorito de
sédio a 5% e grupo 3: associacao do hipoclorito de sédio a 5% e EDTA a 15%. Os
resultados indicaram que a combinacéo do hipoclorito de sodio a 5% e EDTA a 15%
foi mais eficiente na descontaminacdo dos canais e ndo houve diferenca estatistica

entre os grupo 1 e 2.

Fachin, Hahn e Palmini (1994) afirmaram que a solucéo irrigadora ideal deve
combinar o maior nimero possivel de propriedades, pois é impossivel combinar todas
simultaneamente. Os autores descreveram que o0 hipoclorito de so6dio possui
capacidade de dissolucdo de tecido necrotico, atribuida a sua alta alcalinidade e
propriedade germicida relacionada com a formacdo de acido hipocloroso pela
liberacédo de cloro na solugéo. Os autores indicaram o uso do hipoclorito de sédio a 1%

por este apresentar equilibrio entre suas propriedades.

Siqueira e Uzeda (1996) avaliaram o poder bactericida da pasta de hidroxido
de calcio com soro fisiolégico e hidréxido de calcio com paramonoclorofenolcanforado.
Constataram que a pasta com soro fisiologico foi inefetiva para o Enterococcus
faecalis e Fusobacterium nucleatum, mesmo apds uma semana de exposicdo. A pasta
com paramonoclorofenolcanforado eliminou bactérias nos tubulos apés uma a quatro
horas de exposicao, exceto para Enterococcus faecalis que necessitou de dois dias de

exposicao.

Estrela et al. (2003) analisaram o tempo necessario para o hidroxido de célcio
eliminar micro-organismos em canais infectados. Um total de cento e sessenta e oito
dentes extraidos de humanos foram preparados, instrumentados e autoclavados.
Cento e sessenta e dois dentes foram inoculados com suspensdes de S. aureus, E.
faecalis, P. aeuruginosa, B. subtilis e uma mistura de micro-organismos. Dois grupos
controle com trés dentes em cada foram usados para testar a esterilizagdo dos canais
(controle negativo) e para avaliar a viabilidade dos micro-organismos durante o
periodo experimental (controle positivo). Os canais foram preenchidos com uma pasta
de hidréxido de calcio. Em intervalos de 1 minuto, 7, 15, 21, 27, 30, 45, 60 e 90 dias, a
pasta foi removida e amostras coletadas para analise microbiologica. Os resultados
indicaram que o efeito antimicrobiano em culturas de S.aureus, E. faecalis, P.
aeruginosa, B. subtilis, C. albicans e em uma cultura mista de canais infectados,

ocorreu em 60 dias.
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Basrani et al. (2004) descrevem que apesar da limpeza mecéanica reduzir
consideravelmente o niumero de micro-organismos , acredita-se que o namero de
bactérias remanescentes desta etapa possa ser controlado somente com o uso de
medicacéo intracanal durante as sessdes de preparo

Menezes et al. (2004), em estudo sobre a efetividade de agentes irrigantes e
medicamentos para uso intracanal, relataram a dificuldade da eliminagdo microbiana
dos canais radiculares utilizando-se substéncias irrigadoras durante a instrumentacéo

e medicacéo intracanal.

Radcliffe et al. (2004) investigaram in vitro a eficacia do hipoclorito de sddio nas
concentracdes de 0,5; 1; 2,5 e 5,25% para eliminar micro-organismos associados a
infecgBes endododnticas refratarias, em diferentes intervalos. Procedeu-se ao teste por
contato, nos tempos 0,10, 20, 30, 60 e 120 segundos, e contagem das unidades
formadoras de col6nias. O hipoclorito de s6dio em diferentes concentracdes e tempos
foi testado frente aos micro-organismos: Actinomyces naeslundii, Candida albicans e
Enterococcus faecalis. Os resultados indicaram que o aumento da concentracao
diminui o tempo para reducdo bacteriana e que em todas as concentracdes do
hipoclorito de s6dio houve uma reducdo de Actinomyces naeslundii e Candida
albicans, apo6s 10 segundos de exposi¢do e o Enterococcus faecalis mostrou ser mais

resistente ao hipoclorito de sédio.

Dametto et al. (2005) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana do gel de
clorexidina a 2% comparado com outros irrigantes endodoénticos: solucdo de
clorexidina a 2% e hipoclorito de soédio a 5,25%, em pré-molares extraidos de
humanos. Os dentes foram instrumentados, autoclavados e contaminados com
culturas de Enterococcus faecalis por sete dias e divididos em cinco grupos de acordo
com a substancia irrigante utilizada durante a instrumentacdo. Para avaliar a acédo das
substancias antimicrobianas, trés amostras microbianas foram colhidas. A primeira
amostra: antes do preparo biomecénico, a segunda: logo apés o preparo biomecénico
e a terceira: sete dias apdés o preparo biomecénico. Todas as amostras foram
semeadas e plagqueadas para contagem das unidades formadoras de colonia (UFC).
Os resultados indicaram que o gel e a solugcdo de clorexidina a 2% reduziram
significantemente as UFCs de Enterococcus faecalis apds a andlise da segunda e da
terceira amostra. A solucao de hipoclorito de sédio a 5,25% também reduziu as UFCs
apos analise da primeira amostra, mas nao foi capaz de manter os canais livres de
bactérias na segunda e terceira amostras. Os autores concluiram que tanto a solugéo
guanto o gel de clorexidina a 2% foram mais efetivas que o hipoclorito de sédio a

5,25% na reducao de Enterococcus faecalis ap06s sete dias do preparo biomecanico.
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Belber et al. (2006) avaliaram, in vitro, a eficacia do hipoclorito de s6dio em
eliminar Enterococcus faecalis dos canais radiculares e dos tubulos dentinérios,
associado a trés técnicas de instrumentacdo endodéntica. Para este trabalho foram
utilizados cento e vinte pré-molares humanos unirradiculares preparados, os quais
foram instrumentados pela técnica hibrida, da FOP-Unicamp e instrumentacao
mecanizada Hero 642. Todos os dentes foram autoclavados e incubados por 48 horas
a 37° C para verificacdo da eficidcia da esterilizagdo. Ap6s a contaminagdo com
Enterococcus faecalis, os dentes foram divididos em 12 grupos com dez dentes cada e
irrigados com trés concentracdes de hipoclorito de sédio a 0,5%; 2,5% e 5,25%.
Amostras foram colhidas do interior dos canais utilizando pontas de papel absorvente.
Apos diluigbes seriadas, aliquotas de 0,1mL foram plaqueadas e incubadas por 48
horas a 37°C. As unidades formadoras de colonias foram contadas. Além disso, cada
dente foi seccionado em trés tercos e amostras de dentina do canal removida com
brocas de alta rotagdo. As amostras obtidas de cada broca e de cada tergo foram
analisadas. Os resultados demonstraram que a solucdo de hipoclorito de sédio a
5,25% apresentou maior atividade antibacteriana quando comparado com a mesma
solucdo em outras concentracfes testadas, independente da técnica utilizada para

instrumentacéo dos canais.

Vianna et al. (2006) avaliaram, in vivo, a reducdo microbiana apés preparo
guimico-mecénico de canais radiculares humanos com necrose pulpar, utilizando
como irrigantes endodonticos, hipoclorito de sddio a 2,5% ou gel de clorexidina a 2%.
Trinta e seis dentes com polpa necrosada foram divididos em dois grupos. No grupo 1
os canais foram irrigados com hipoclorito de sédio a 2,5% e no grupo 2 0s canais
preenchidos com gel de clorexidina 2%. A presenca bacteriana foi determinada por g-
PCR e pela contagem de UFC. Ambas as solucdes foram eficazes na redugédo do

numero de bactérias.

Segundo Schoop et al. (2006) a eliminagcdo microbiana efetiva do sistema de
canais radiculares é talvez o maior desafio da Endodontia atual e é de inestimavel

valor para a preservagao do dente tratado endodonticamente.

Em um estudo in vitro, Brito et al. (2009) compararam a reducdo bacteriana
intracanal utilizando trés diferentes técnicas de irrigacdo. Sessenta canais de caninos
unirradiculares extraidos de humanos foram contaminados com Enterococcus faecalis
por sete dias e distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais: (1) irrigacao
convencional com agulhas NaviTip; (2) irrigacdo convencional com agulhas NaviTip
seguida pela ativacdo da substancia com EndoActivador e, (3) irrigacdo com o sistema

EndoVac. As substéncias utilizadas, em todos os grupos experimentais, foram o
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hipoclorito de sddio a 2,5% e o EDTA a 17%. O grupo controle foi irrigado apenas com
solucdo salina. Amostras coletadas antes e depois do preparo quimico-mecanico
foram cultivadas e as unidades formadoras de colénias (UFC) foram contadas. A
reducdo da populagdo bacteriana foi altamente significativa em todos o0s grupos

experimentais, ndo havendo diferengas significativas entre as técnicas testadas.

Gorduysus et al. (2010) compararam, in vitro, a reducdo bacteriana em canais
instrumentados com trés técnicas de instrumentagéo rotatéria e uma técnica manual.
Cento e trinta e cinco pré-molares humanos, unirradiculares, tiveram suas coroas
seccionadas com disco diamantado e os espécimes padronizados em 15 milimetros.
Os canais foram explorados e instrumentados com uma lima tipo K-file 25, um
milimetro aquém do forame. Irrigacdo realizada com solucdo salina, seguido da
irrigagdo com EDTA a 17% por 3 minutos e finalmente lavados com agua destilada. O
forame apical selado e a superficie externa impermeabilizada com verniz de unha. Os
espécimes foram autoclavados e divididos em cinco grupos experimentais e um grupo
controle. Os dentes, com execec¢do do grupo controle, foram contaminados com 20uL
da suspensdo de Entercoccus faecalis, contendo, aproximadamente, 1,2 X
10°UFC/mL. O grupo controle foi preenchido com 20uL de BHI estéril. A cavidade de
acesso selada com cimento temporario e os espécimes incubados a 37°C, por sete
dias, com substituicdo do meio BHI apos o terceiro dia. G1: instrumentacdo rotatéria
sistema Protaper; G2: instrumentacao rotatéria sistema K3; G3: instrumentacdo
rotatéria HeroShaper; G4: instrumentacdo manual e Gb5: controle. Durante a
instrumentacdo o0s canais irrigados com solucdo salina estéril. Amostras
bacterioldgicas coletadas com pontas de papel, mantidas no interior do canal por um
minuto e transferidas para tubos contendo solugéo salina. Foram realizadas diluicdes
seriadas e aliquotas de 100uL plagueadas em agar BHI, incubadas a 37°C, por 24
horas para contagem das UFC/mL. Todas as técnicas de instrumentacdo
apresentaram reducdo bacteriana, entretanto a instrumentacdo com o sistema
Protaper foi mais efetivo na redu¢do do nimero de bactérias quando comparada aos

outros grupos.

Retamozo et al. (2010) investigaram a concentracao de hipoclorito de sédio e o
tempo de irrigagdo necessarios para a desinfec¢cdo de blocos de dentina infectados
com Entercoccus faecalis. Quatrocentos e cinquenta blocos de dentina foram
preparados a partir de incisivos bovinos extraidos e tiveram os tdbulos dentinérios
abertos com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17% por 4 minutos e hipoclorito
de sédio a 5,25%. Os blocos de dentina expostos ao Enterococcus faecalis foram

incubados por trés semanas em meio de cultura BHI (caldo de infusdo cérebro
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coracgdo). As amostras foram divididas em dois grupos controles (positivo e negativo) e
trés grupos de acordo com a concentracdo de hipoclorito de sédio: 1,3%, 2,5% e
5,25%, aplicando 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos em cada concentragdo testada. As
amostras foram incubadas por 72 horas, em um tubo contendo 2mL de BHI e o
crescimento bacteriano foi avaliado pela turbidez do meio. Os dados revelaram que a
irrigacdo mais efetiva foi NaOCI na concentracdo de 5,25% por 40 minutos (100%),
enquanto que a irrigagdo nas concentracbes mais baixas foram ineficazes nha
eliminacdo de Enterococcus faecalis neste mesmo intervalo de tempo. Os autores
concluiram que é necessario alta concentracado e longa exposicdo ao NaOCI para

eliminacéo do Entercoccus faecalis.

2.3 LASER E APLICACAO NA ENDODONTIA

A irradiacdo laser tem sido proposta como uma terapéutica a ser associada ao
tratamento endodéntico na redugcdo de micro-organismos, em casos de infecgéo.
Estudos demonstraram resultados promissores da irradiacdo dos lasers de alta e baixa
intensidade na reducdo microbiana dos canais radiculares (BERGMANS et al., 2006;
MORITZ et al., 1997; SCHOOP et al., 2004).

Mehl et al. (1999) avaliaram o efeito da radiagdo do laser de alta intensidade,
Er: YAG, em dois tempos de irradiacdo: 15 e 60 segundos e compararam a irrigacao
com hipoclorito de soédio 1,25% por dois minutos. O grupo controle ndo recebeu
nenhum tratamento. Noventa dentes contaminados com Staphylococcus aureus e
Escherichia coli foram submetidos aos tratamentos. A irrigacdo com hipoclorito de
sédio a 1,25% foi mais eficiente em reduzir o nimero de bactérias que o laser, em 15
segundos. Entretanto, quando aumentou a irradiacdo para 60 segundos nao houve

diferenca estatisticamente significante em relagédo ao hipoclorito de sodio a 1,25%.

Kimura, Wilder-Smith e Matsumoto (2000) verificaram que todos os lasers de
alta intensidade apresentam um poder bactericida que varia de acordo com o tipo do
mesmo. Citam as desvantagens do uso desse laser: disseminacdo da contaminacao
bacteriana do interior do canal para o paciente e para a equipe de trabalho pela nuvem
de vapor formada, a injuria térmica aos tecidos periodontais e a dificuldade em

remover smear layer de todas as paredes do canal.

Kreisler et al. (2003) compararam a eficiéncia do laser de alta intensidade,
GaAlAs, a irrigagdo com hipoclorito de sodio e agua oxigenada em canais radiculares

contaminados com Streptococcus sanguis. Os dentes foram divididos em trés grupos:
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1. Controle positivo no qual nenhum tratamento foi realizado, 2. Os canais foram
irrigados com hipoclorito de sédio e agua oxigenada e 3. Além da irrigagdo, aplicaram
o laser por 60 segundos, variando a poténcia de 1.5, 3.0 e 4.5W. O crescimento
bacteriano foi avaliado pela contagem das UFCs. A irrigacdo sozinha diminuiu a
viabilidade bacteriana comparada a utilizagdo do laser com 3.0W, enquanto a
associacao de ambos foi significantemente mais eficiente. Concluiram que a aplicacao

do laser deve ser feita associada ao tratamento convencional dos canais radiculares.

Walsh (2003) realizou uma revisao de literatura sobre as aplicacdes do laser
em odontologia. O autor relatou que o emprego do laser de alta intensidade, como de
CO, e Nd:YAG, reconhecidos pelo efeito destrutivo sobre bactérias, geram calor,
tornando o procedimento criterioso quantos aos riscos de dano térmico que podem
ser induzidos. E relatou também que o laser de baixa intensidade quando usado com
um corante sobre a parede da célula bacteriana, a destruicdo ocorrera com pequeno
ou nenhum dano a polpa ou ao ligamento periodontal devido a baixa energia

requerida.

Schoop et al. (2006) testaram a capacidade de diferentes sistemas de lasers
em eliminar Escherichia coli e Enterococcus faecalis em cortes de dentina de um
milimetro de profundidade. Em relacdo ao Entercoccus faecalis, concluiram que todos
os lasers de alta intensidade testados tiveram dificuldade em elimina-lo. Com 1W de
poténcia os lasers de diodo e ErCr:YSGG foram capazes de reduzir, apenas 1 log na
contagem de UFC e os de Nd:YAG e Er:YAG reduziram 2 log na contagem de UFC.
Com a poténcia de 1.5W aumentou o poder bactericida dos lasers. Nao houve relacao

entre 0 aumento da temperatura e o efeito bactericida.

Eldeniz et al. (2007) testaram o efeito bactericida do laser de alta intensidade
ErCr.YSGG comparado com a irrigacdo com NaOCl a 3% por 15 minutos.
Contaminaram 40 raizes com Entercoccus faecalis e dividiram em quatro grupos: um
grupo controle, um grupo irrigado com NaOCI e dois grupos com diferentes tamanhos
de forame apical que foram irradiados com laser. Para coleta microbiana, removeram
raspas de dentina das paredes do canal com broca Gates Glidden. Concluiram que o
laser de ErCr: YSGG reduziu a viabilidade bacteriana em canais radiculares, mas foi
incapaz de eliminar todas as bactérias. O NaOCl a 3% foi capaz de inibir o

crescimento de Entercoccus faecalis e efetivamente esterilizar todos os canais.

A acdo antimicrobiana dos lasers de baixa intensidade tem sido estudada em

um processo conhecido como Terapia Fotodindmica (WILSON et al., 1992).
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Lage-Marques e Eduardo (1998) relataram que o laser de diodo de baixa
poténcia, o GaAlAs, € um equipamento pratico e de grande valia na clinica
endodontica quando empregado como coadjuvante ao tratamento endodontico. No
entanto, deve ser aplicado com conhecimento e habilidade. Segundo os autores, este
aparelho é o de utilizacdo na clinica odontologica pela facilidade de aquisi¢do, pelo
baixo custo, e pela obtencéo de resultados.

Seal et al. (2002) relataram que a utilizacdo de técnicas coadjuvantes a técnica
de instrumentacdo dos canais radiculares com o0 uso da irradiacdo laser de baixa
intensidade, sdo apontadas como novas abordagens para eliminacdo da infeccdo do
sistema de canais radiculares. Uma vantagem desta técnica € que a complexidade
anatdémica dos canais ndo é vista como um obstaculo na eliminagdo microbiana, ja que
a luz laser pode ser redirecionada, em virtude de sua transmissao através dos prismas
de esmalte e tubulos dentinarios, e por agir efetivamente através dos canais de fibra
Optica.

Segundo Gutknecht et al. (2005), a maior efetividade da terapia com laser de
baixa intensidade em Endodontia, € que sdo recomendados para redugdo microbiana
sem apresentarem aumento na temperatura do tecido circundante. Os autores
concluiram em seus estudos, que a aplicacao do laser de baixa intensidade em canais
radiculares, ndo altera a temperatura do tecido circundante em mais de 7° C,
impossibilitando qualquer alteracdo tecidual e favorecendo a utilizacdo para fins

endodonticos.

Os lasers de baixa intensidade mais utilizados séo os de diodo, com poténcia
média de 30 a 100mW, modo de emissdo continuo ou pulsatil, e comprimento de onda
entre 630 e 904 nm . Suas principais aplicacdes estdo baseadas na quantidade de luz
absorvida, e ndo na producao de efeitos térmicos, como os lasers de alta poténcia
(GONCALVES, 2005). Schoop et al. (2006) relataram que a introdu¢éo dos lasers na
Endodontia ajudou a contornar o problema da penetracdo insuficiente dos agentes

desinfetantes, melhorando o sucesso do tratamento endodontico.

Segundo Garcez et al. (2007), a laserterapia utilizando laser de baixa
intensidade é avaliada como método alternativo de tratamento antimicrobiano pelo fato

de ndo favorecerem o desenvolvimento da resisténcia microbiana.
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2.4 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA EM CANAIS RADICULARES

Ackroyd et al. (2001) descreveram em uma revisao de literatura sobre a origem
e desenvolvimento da Terapia FotodinAmica. De acordo com 0s autores o conceito da
Terapia Fotodinamica é conhecido por mais de 100 anos, quando Oscar Raab (1900)
publicou o primeiro artigo sobre os efeitos fotodindmicos e observou que baixas
concentracdes do corante de acridina na presenca de luz podiam ser letais aos
paramécios, 0 protozoario causador da malaria. E este efeito era causado pela
transferéncia da energia da luz para a substancia quimica, similar ao que ocorre nas
plantas pela absor¢do da luz pela clorofila. A primeira aplicacdo na medicina foi
atribuida a Tappeiner e Jesionek em 1903, que utilizaram a aplicagdo topica do
corante eosina e exposicdo a luz para tratamento de cancer cutaneo. Em 1907, Von
Tappeiner denominou este fenbmeno de acdo fotodindmica. Desde entdo, as
pesquisas nesta area, principalmente no combate ao cancer, buscam novos

fotossensibilizantes e novas fontes de luz.

A efetividade da Terapia Fotodindmica requer a presenca de
fotossensibilizacdo quimica por luz dotada de comprimento de onda apropriado e a
presenca de oxigénio. O principio da terapia € que a energia absorvida via
fotossensibilizacéo intracelular é transferida & molécula de oxigénio dando origem a
uma reacdo oxidativa (SCHACKLEY et al.,, 1999). Como a interacdo do oxigénio
altamente reativo com as moléculas organicas ndo € especifica, qualquer
macromolécula dentro da célula pode ser alvo em potencial para a Terapia
Fotodindmica. Assim, a multiplicidade de alvos torna mais dificil para as células
desenvolverem resisténcia bacteriana, sendo essa uma das vantagens da
fotossensibilizacdo, além da morte celular. Além disso, o procedimento pode ser
repetido varias vezes, uma vez que nao ha efeitos cumulativos e é, usualmente, nao
invasivo (CARRE et al., 1999).

A Terapia Fotodindmica tem sido instituida como terapéutica em oncologia, no
tratamento da degeneracdo macular relacionada a idade, em doengas dermatoldgicas,
em artrite reumatéide, doencas coronarianas e muitas evidéncias apontam para a
utilizacéo desta terapia no controle de diversas infeccbes (CHAVANTES, 2007). Das
possibilidades terapéuticas empregando-se a Terapia Fotodindmica, a utilizacdo na

eliminac@o microbiana € uma das mais discutidas (CAMINOS et al., 2006).
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Segundo Gongalves (2005), na Terapia Fotodindmica a eliminagdo de micro-
organismos esta relacionada com a ativacéo do corante depositado no organismo alvo
que apoés sensibilizacdo transforma oxigénio molecular em oxigénio singleto que é
citotoxico. Durante este processo, componentes celulares fotossensiveis passam para
um estado excitado quando expostos a uma luz de comprimento de onda
complementar que é caracterizado pela passagem dos elétrons para niveis de energia
superiores. Neste estado excitado, o fotossensibilizador pode interagir com o oxigénio
molecular iniciando a formacdo de oxigénio singleto altamente reativo (fotoprocesso
tipo 1) ou interagir com outras moléculas como aceptores de elétrons resultando na

producao de hidroxilas e outros radicais organicos (fotoprocesso tipo I).

Os produtos gerados nessas reacdes podem promover diversos danos nos
componentes da célula microbiana ou alterar as atividades metabdlicas de maneira
irreversivel resultando na morte microbiana (LAMBRECHTS et al., 2005). Em geral, o
processo causa danos na via oxidativa, na membrana plasmatica e material genético
da célula microbiana, mas nao sdo téxicos as células do hospedeiro (ZANIN et al.,
2005).

Dobson e Wilson (1992), em um estudo in vitro, analisaram a redugéo
bacteriana por fotossensibilizacdo de biofilme formado pelas espécies Streptococcus
sanguis, Porphyromonas gengivalis, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans por um laser em baixa intensidade. Utilizando sobre amostras
de biofilme bacteriano em placas de Petri, uma associa¢édo de diversos corantes e um
laser de He-Ne de 7,3 mW de poténcia, 0os autores concluiram que apenas 0s corantes
azul de toluidina e azul de metileno foram eficazes em eliminar as quatro espécies de
bactérias e os corante ftalocianina dissulfonada de aluminio, hematoporfirina HCI e
hematoporfirina éster somente foram efetivos em sensibilizar alguns dos micro-
organismos. Os autores sugeriram que, baseados em seus resultados, a técnica de
Terapia Fotodinamica é capaz de eliminar bactérias periodontopatogénicas do biofilme

bacteriano.

Como a maioria das espécies bacterianas ndo apresenta componentes
fotossensiveis, a utilizacdo de um composto que atraia a luz e inicie a formacéo de
radicais livres é fundamental. A habilidade de um componente em absorver luz
incidente n&o significa necessariamente que ele possa atuar como um
fotossensibilizador. Para produzir efeito antimicrobiano, os fotossensibilizadores
devem apresentar picos de absorcdo préximos ao comprimento de onda da luz

utilizada e ndo devem apresentar toxicidade ao hospedeiro (Wilson et al., 1992).
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Assim, células desprovidas de componentes fotossensiveis enddégenos podem
reverter o quadro tornando-se sensiveis a luz quando coradas com substancias como

0 azul de toluidina, azul de metileno, eosina e hematoporfirinas (WILSON 1993).

Os corantes fotossensiveis mais utilizados s&o azul de toluidina e azul de
metileno, que séo fotossensibilizadores sintéticos. Cada corante fotossensibilizador
possui um espectro de acdo da luz sobre um comprimento de onda de maxima
absorgcédo (SCHACKLEY et al., 1999).

A literatura demonstra que o uso de corantes deve ocorrer de forma que a
banda de absorcéo dos fotoiniciadores esteja em ressonéancia com o comprimento de
onda emitido pela fonte de luz. Para isto, diversos corantes vém sendo testados. A
busca por agentes fotossensibilizadores menos téxicos e mais ressonantes com o
comprimento de onda emitidos pelo laser tem sido uma constante na Terapia
Fotodindmica, tanto para tratamento de neoplasias como para a eliminagdo de micro-
organismos. Quanto mais proximos deste ideal o novo agente se maostrar, mais a
Terapia FotodinAmica realizard seu potencial na reducdo microbiana (KONIG et al.,
2000).

Gutknetch et al. (2000) avaliaram o efeito antibacteriano do laser de diodo em
canais radiculares. Os autores utilizaram cortes de dentina bovina de 100, 300 e
500um obtidas por corte longitudinal. Essas amostras foram esterilizadas e inoculadas
em um lado com uma suspensdo de Enterococcus faecalis. A radiagdo laser foi
efetuada do lado oposto com laser de diodo, emiss@o continua, comprimento de onda
de 810nm. A radiagao realizada com auxilio de uma fibra de 400um, por um periodo
de 30 segundos. As bactérias foram retiradas por vibracao, cultivadas e plaqueadas e
procedeu-se a contagem de colbnias. Os resultados permitiram observar que a
radiacdo do laser diodo reduziu o numero de bactérias em camadas profundas de

paredes dentinarias.

Silbert et al. (2000) testaram a Terapia FotodinAmica quanto a capacidade de
reduzir a contaminagcdo bacteriana em canais radiculares contaminados com
Streptococcus mutans ou Enterococcus faecalis. Utilizaram corante azul de metileno
100pg/mL e quatro minutos de irradiagdo com laser de He-Ne com fibra Optica. O
primeiro grupo foi inoculado com uma suspenséo de S. mutans e o segundo, com uma
suspensdo de E. faecalis. Nos resultados, obtiveram reducdo de 100% para o S.
mutans e de 40% para Enterococcus faecalis. Os autores concluiram que a Terapia

Fotodindmica pode ser um método efetivo na redugdo bacteriana intracanal, mas
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parametros devem ser ajustados para se obter uma eliminacdo mais eficaz do

Entercoccus faecalis.

Seal et al. (2002) compararam, in vitro, a eficAcia da Terapia Fotodindmica
utilizando o fotossensibilizante azul de orto-toluidina em diferentes concentracdes e
irrigacdo com solu¢éo de hipoclorito de sédio a 3% em biofilme de Streptococcus
intermedius nos canais radiculares. O laser utilizado foi o He-Ne com comprimento de
onda de 632.8nm e poténcia de 35mW. Foram utilizados 35 dentes humanos
unirradiculares extraidos, preparados endodonticamente, esterilizados e inoculados
com Streptococcus intermedius por 48 horas até a formac¢do de um biofilme. Quatro
dentes receberam solucéo de hipoclorito de sddio a 3%, por 5 minutos. Quatro dentes
foram utilizados para cada concentragdo do fotossensibilizador azul de O-toluidina
(12,5; 25; 50 e 100ugmL™) com variados tempos (60, 90, 120, 300 e 600 segundos)
equivalentes a doses de energia de 2,1J a 21J. Dezessete dentes ndo receberam
nenhum tipo de tratamento. Amostras foram colhidas utilizando pontas de papel
absorvente. Os resultados mostraram que a combinacdo 100ugmL™ de TBO em 600
segundos e dose de energia de 21J, houve uma reducdo bacteriana significativa, mas

nao foram téo eficazes como o hipoclorito de sédio a 3%.

Teichert et al. (2002) com o objetivo de avaliar a eficacia do azul de metileno e
do azul de toluidina na fotossensibilizacdo de micro-organismos patogénicos,
utilizaram estes corantes associados a um laser de Argdnio (A=630nm) e um laser
diodo (A=664nm) com energia entre 10 e 60J/cm? e poténcia variando de 50 a
100mW/cm?. Os corantes foram aplicados em diferentes concentracdes, em
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Entercoccus faecalis, Hemophilus
influenzae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados indicaram que
todos os micro-organismos foram eliminados quando expostos ao laser na presenca
de corantes. No entanto, a fotossensibilizacdo dependeu do corante utilizado, sua

concentracdo, energia e poténcia do laser e da espécie bacteriana envolvida.

Williams et al. (2003) avaliaram a efetividade da Terapia FotodinAmica em
suspensédo planctdnica de Streptococcus mutans. Os micro-organismos foram corados
com azul de O-toluidina e irradiados com laser de diodo (633nm), com ponta de fibra
optica de 800um, alterando a dose de energia de 0.4J e 4.8J e o tempo de irradiagao
entre 5 e 60 segundos. A acdo bactericida foi diretamente proporcional a dose de
energia. Doses de energia iguais ou superiores a 1.8J eliminaram 100% das bactérias
presentes. O uso do laser e o corante isoladamente ndo apresentaram agéo

bactericida significante.
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Garcez et al. (2003) apresentaram as principais indicacbes da Terapia
Fotodindmica na odontologia, assim como os principais fotossensibilizantes e fontes
de luz encontrados. O agente fotossensibilizador ideal deve ser biologicamente
estavel, fotoquimicamente eficiente, seletivo para a célula-alvo e minimamente toxico
aos tecidos. Os principais fotossensibilizantes sdo os derivados da hematoporfirina
com banda de absorcdo de 620-650nm, com emprego na PDT antineoplasica,
fenotiazinas (azul de toluidina e azul de metileno), com banda de absorcdo de 620-
700nm, mais usados na cavidade oral; cianinas (indocianina verde), com banda de
absorcdo de 600-805nm, utilizada para tratamento de tumores e infeccBes mais
profundas; fitoterapicos (azuleno), com banda de absor¢do de 550-700nm, usados na
cavidade oral; ftalocianinas com banda de absorcdo de 660-700nm agem na
desinfeccdo por inativacdo viral de produtos sanguineos. Para os autores, a Terapia
Fotodindmica ndo deverd substituir os antibidticos, agentes antimicrobianos ou
qualquer tratamento convencional, mas deve ser vista como uma modalidade de
tratamento de infec¢bes localizadas e uma terapia complementar e eficiente no
tratamento das infec¢des bucais, principalmente por ndo apresentar efeitos sistémicos,
além de nao haver risco de promover resisténcia bacteriana. Os autores, através da
revisdo de literatura, concluiram que o uso da Terapia FotodinAmica é um eficiente

método de reducéo bacteriana.

Com o intuito de verificar se a Terapia Fotodinamica causa injdrias aos tecidos
adjacentes a terapia, Kémerik et al. (2002), propuseram avaliar a validade da Terapia
Fotodindmica em mucosa bucal de ratos que apresentavam uma doenca infecciosa
mediada por bactérias. Utilizaram, para tal fim, o corante azul de toluidina em
diferentes concentragbes (25, 50 e 200 pg/mL) e um laser vermelho (6mm de
diametro, 630nm) variando-se sua dosimetria (110, 170 e 340 J/cm?) em somente um
lado. Para o lado controle, foram utilizados, independentemente, 200ug/mL do corante
e uma dosimetria de 340 J/cm?do laser. Todos os ratos foram sacrificados e, apés 72
horas, foram obtidas amostras para se realizar o exame histoldgico e a imagem digital
por fluorescéncia. Verificaram a auséncia de mudancas inflamatérias ou necroticas
para ambos os lados, concluindo que, nos parametros utilizados, a Terapia
Fotodindmica parece ser uma abordagem segura para o tratamento de infecgcBes

bucais sem danos aos tecidos adjacentes.

Quanto a utilizacdo da Terapia Fotodindmica na eliminagcdo de bactérias
relacionadas a infec¢Bes endododnticas, Walsh (2003) relatou que o laser de baixa
intensidade por si s6 nao € letal frente a essas bactérias, mas é usada para ativacao

fotoquimica do corante liberador de oxigénio. Segundo o autor, o oxigénio singleto
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liberado do corante causa injaria na membrana e no material genético dos micro-
organismos, inclusive aqueles resistentes a acdo de agentes microbianos. Além disso,
a Terapia Fotodindmica nao produz efeitos térmicos deletérios, ndo promove nenhum

tipo de sensibilizag&do e morte de células dos tecidos sadios adjacentes ao canal.

Usacheva, Matthew e Teichert (2003) analisaram por espectrofotometria a
diferenga entre os corantes azul de metileno e azul de toluidina na fotoinativagédo
bacteriana. As investiga¢cdes apontam que o azul de toluidina é mais eficaz que o azul

de metileno, tanto em bactérias Gram-positivas quanto em Gram-negativas.

Wilson et al. (2005) relataram que, com a Terapia Fotodindmica, a morte da
célula bacteriana ocorre mais rapidamente do que quando empregam 0s agentes
antimicrobianos convencionais e, como ndo ha necessidade da permanéncia do
corante por um periodo prolongado, como ocorre com os antibiéticos, torna o

aparecimento de bactérias resistentes menos provavel.

Bonsor et al. (2006) experimentaram utilizar azul de orto-toluidina associada a
irradiagdo com laser de baixa intensidade, in vivo. Foram eleitos 30 pacientes, de
forma randbmica, que apresentavam lesdao endodéntica. Os dentes foram irradiados
com laser de diodo, poténcia de 100mW, durante 120 segundos, utilizando fibra éptica
com movimentos circulares. Foi realizada coleta microbiolégica intracanal logo apés o
acesso, e apenas 20 apresentavam micro-organismos. Destes, 16 dentes
apresentaram resultado negativo na cultura de placa ap6s o tratamento endoddntico
convencional. Os quatro dentes restantes que ainda apresentavam micro-organismaos
apés o tratamento endodéntico convencional, apresentaram resultado negativo na
cultura apos aplicagdo do agente fotossensibilizante irradiado com laser. Os autores
concluiram que a Terapia Fotodinamica proporciona destruicdo de micro-organismos
refratarios ao uso de substancias quimicas convencionais usadas na terapia

endodontica.

Caminos et al. (2006) relataram uma outra vantagem da Terapia Fotodinamica.
O fotossensibilizador utilizado é seletivo para o micro-organismo através da
combinacdo da droga com baixas doses de luz, j& que para promover 0 mesmo efeito
em célula animal é necessario uma dose muito maior e concentragdes diferentes do
fotossensibilizador. Segundo os autores, os fotossensibilizadores testados até o
momento ndo apresentaram atividade mutagénica ou formacdo de espécies droga-

resistentes.

No ano de 2007, um estudo enfocou a Terapia Fotodindmica como tematica,

realizando extensa revisdo de literatura acerca do assunto, objetivando a reacdo
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fotodindmica, a utilizacdo de fotossensibilizante, mecanismo de inativagdo dos micro-
organismos, fontes de luz, efeitos da terapia em biofilmes orais, estudos in situ e in
vivo e perspectivas futuras. Relataram também que a Terapia Fotodindmica parece
oferecer muitas vantagens para o tratamento de infec¢cbes originadas por micro-
organismos, tais como amplo espectro de acéo, a inativacdo de micro-organismos e o
baixo potencial mutagénico nas células expostas. Além disso, tem se mostrado capaz
de promover atividades citotdxicas contra uma variedade de bactérias, fungos e
protozoarios (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007).

A Terapia Fotodindmica tem sido proposta para desinfeccdo de canais
radiculares também pela atuagdo sobre os biofiimes presentes nas paredes
dentindrias dos canais radiculares. Foi observado que bactérias inseridas nos
biofilmes passam a exibir caracteristicas fenotipicas distintas das culturas
plancténicas, resultando no aumento da resisténcia dos biofilmes aos agentes
antimicrobianos (WILSON, 1999). Em suspensdes planctdnicas, a chance de sucesso
€ bem maior quando comparada a bactérias organizadas em biofilmes, devido a

reduzida susceptibilidade a agentes antimicrobianos (WILLIANS et al., 2003).

Gongcalves (2005) afirmam que a Terapia Fotodindmica € um dos tratamentos
gue mais se enquadra nas caracteristicas da busca por um agente antimicrobiano no
qual os micro-organismos sejam incapazes de obter resisténcia. A organizacdo
microbiana na forma de biofilme é um fator que determina dificuldade de atuacao dos
agentes antimicrobianos utilizados intracanal, além de possibilitar resisténcia
microbiana (GARCEZ et al., 2007).

Zanin et al. (2005) avaliaram o efeito antimicrobiano do azul de toluidina
associado ao laser He-Ne ou ao LED (emissor de luz de diodo) na viabilidade do
biofilme de Streptococcus mutans formado em trés, sete e dez dias. As densidades de
energia utilizadas foram 49J/cm2 (cinco minutos), 147J/cm2 (15 minutos) e 294J/cm2
(trinta minutos). Conferiram que o biofiime formado por maior tempo foi menos
susceptivel & Terapia Fotodindmica. O efeito bactericida foi similar com os dois tipos

de laser e proporcional a dose de energia.

Soukos et al. (2006) avaliaram os efeitos da Terapia Fotodindmica sobre micro-
organismos patégenos: Porphyromonas gingivalis, P. intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Peptestreptococcus micros, Porphyromonas endodontalis e Enterococcus
faecalis. Em 60 dentes humanos recém-extraidos, foi introduzida solucdo de azul de
metileno, permanecendo em repouso por 5 minutos e, posteriormente, irradiados com

laser diodo, comprimento de onda de 665nm e fluéncia de 30J/cm? através da
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introducé@o de fibra éptica para irradiagédo tridimensional da luz dentro do conduto.
Seguindo este protocolo, todas as bactérias foram eliminadas, exceto Enterococcus
faecalis (53% de eliminag&o). Ao aumentar a fluéncia para E=222 J/cm?, houve 97%
de eliminacdo de Entercoccus faecalis. Os autores concluiram que a Terapia
Fotodindmica deve ser empregada como coadjuvante ao tratamento endoddntico

convencional.

Garcez et al. (2006) investigaram a agao do laser em baixa intensidade a um
fotossensibilizante na reducédo de Enterococcus faecalis em canais radiculares, in vitro.
Foram contaminados trinta dentes humanos unirradiculares e divididos em dois
grupos. O primeiro grupo foi irrigado com NaOCI a 0,5% e deixou-se a solu¢do por
trinta minutos. No outro grupo, o canal foi preenchido com o agente fotossensibilizante,
azuleno a 25% associado ao ENDO-PTC, mantido por cinco minutos e, logo apés,
irradiado com laser de diodo de baixa poténcia, comprimento de onda de 685nm por
trés minutos, com emprego de fibra dptica. Apo6s os estudos, os pesquisadores
afirmaram que o fotossensibilizante ou o laser isolados ndo apresentam propriedades
antimicrobianas. O NaOCI a 0,5%, alcangou 93,25% de desinfec¢do, enquanto que o
laser associado a fotossensibilizacao obteve 99,2% de sucesso. O estudo afirma que a
fotossensibilizacao foi efetiva durante a reducdo de Entercoccus faecalis, e sugere que
seja coadjuvante ao tratamento endodéntico.

Zanin et al. (2006) testaram a acdo antimicrobiana da Terapia Fotodinamica
associando o corante azul de toluidina O (0,1mg/ml ) e um laser de diodo (E=
85,7J/cm2) sobre biofilmes de Streptococcus mutans, S. sobrinus, S. sanguinis. Houve
uma significante redugéo de, aproximadamente, 95% de S. mutans e S. sobrinus e de

99,9% para S. sanguinis.

No estudo de Prates et al. (2007), foi observada a eficacia do verde de
malaquita na Terapia Fotodindmica sobre a bactéria  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, presente no biofilme oral. Culturas desse micro-organismo
foram irradiadas com laser de diodo de baixa intensidade de 660nm com 30mW de
poténcia e os grupos foram expostos por 3 ou 5 minutos (5,4J/cm® e 9J/cm?) na
presencga ou auséncia de corante. Os resultados mostraram que o laser ou o corante
sozinho ndo séo capazes de eliminar a bactéria e que ambas as fluéncias foram
eficientes na terapia para redugcdo bacteriana, principalmente com a maior dose de

energia.

Yamada (2007) apresentou um caso clinico em que foi utilizada a Terapia

Fotodinamica logo apds o preparo quimico cirdrgico do canal radicular. O autor
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observou uma reducao microbiana de 99,9% com comprovacao da eficacia e rapidez
da resolucao do caso por acompanhamento radiografico.

Garcez et al. (2007) estudaram a eficacia da PDT combinada ao tratamento
endodéntico convencional em eliminar biofilmes de bactérias presentes em canais
radiculares. Dentes humanos extraidos, preparados e inoculados com Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeuruginosa por trés dias foram instrumentados e irrigados
com hipoclorito de sédio a 2,5%, seguido de irrigacdo com peréxido de hidrogénio a
3%. Em seguida os dentes foram submetidos a PDT. Os canais foram preenchidos
com 10mL de fotossensibilizante por 10 min e irradiados com laser de diodo,
comprimento de onda de 660nm, poténcia 40mW, utilizando um sistema de fibra éptica
de 200um, com movimentos espirais de apical para cervical. Quando o tratamento
convencional foi associado a PDT, houve uma reducé@o bacteriana significantemente

maior que a terapia endodéntica sozinha.

Segundo Bagnato (2007), os principios basicos da Terapia Fotodinamica séo
relativamente simples, e isto lhe assegura certo grau de confiabilidade e eficiéncia. A
técnica pode ser bastante eficiente, desde que seja possivel garantir que durante a
execucdo da fototerapia estejam presentes: droga, oxigénio e luz suficientes para

promoverem danos a célula alvo.

Marotti (2008) relatou que diversos fatores estdo envolvidos na Terapia
Fotodindmica: micro-organismos, agente fotossensibilizador (tipo e concentracdo),
fonte de luz (comprimento de onda, poténcia, dose) e tempo (de irradiacdo e de
contato do microorganismo com o fotossensibilizador). E importante controlar todos
esses fatores e adequar os parametros de irradiacdo para o sucesso da Terapia

Fotodinamica.

Garcez et al. (2008) avaliaram o efeito antimicrobiano da Terapia Fotodinamica
(PDT) associada ao tratamento endoddntico convencional. Vinte canais de dentes
anteriores de humanos com necrose pulpar ou lesdo periapical foram submetidos a
analise microbiolégica apds acesso do canal, tratamento endoddntico e Terapia
Fotodindmica. O tratamento foi realizado em duas sessfes, sendo que na primeira
sessdo foram submetidos ao tratamento endoddntico convencional e a Terapia
Fotodindmica. Na Terapia Fotodindmica, foi utilizado fotossensibilizante por 2 minutos
e os dentes foram irradiados com laser de diodo (A= 660nm e P=40mW), com fibra
optica de 300um de didmetro, com movimentos espirais, apico-cervical para difusédo da
luz em todo o sistema de canais radiculares.ApGs a primeira sessdo, os canais foram

preenchidos com hidroxido de calcio e, apés uma semana, foi realizado uma segunda
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sessdo de Terapia Fotodindmica, seguindo os mesmos procedimentos descritos
anteriormente. Os resultados indicaram que nenhum dos canais apresentou 100% de
reducdo microbiana apd6s o tratamento endodéntico. Entretanto, dois dentes
apresentaram auséncia total de micro-organismos apdés o tratamento endoddntico
associado a Terapia Fotodindmica. Os autores concluiram que a Terapia Fotodinamica
é eficiente, ndo é toxica e destréi micro-organismos remanescentes do sistema de

canais radiculares ap0s o tratamento convencional.

Bergmans et al. (2008) analisaram o efeito da eliminacdo de alguns patégenos
endododnticos na forma de biofilme, utilizando a PDT. Trinta e oito pré-molares
inferiores humanos extraidos foram autoclavados e inoculados com Streptococcus
anginosus, Enterococcus faecalis e Fusobacterium nucleatum. Os dentes foram
divididos em grupos de acordo com o tratamento: (A) PDT, (B) laser isolado, (C)
corante isolado e (D) controle positivo. A contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC) associada com observacdes no microscopio eletrénico de varredura
(MEV), antes e depois do tratamento, foram avaliadas apos 1, 2 e 6 dias de incubacéao.
Nesse estudo utilizou-se o corante azul de toluidina na concentragdo de 12,7mg/mL
irradiado com o laser de diodo (P=100mW, A=635nm, E=15J) por 150 segundos, com
uma fibra optica de 300um. Os autores concluiram que com a PDT houve uma
reducdo bacteriana significativa, resultando em 93,8% de S. anginosus, 88,4%
Entercoccus faecalis e 98,5% F. nucleatum. O laser e o corante sozinhos nao
apresentaram efeito significativo na redugédo dos micro-organismos testados. Quando
analisados no MEV, as células planctdnicas foram facilmente eliminadas com a PDT e
gquando agrupadas em biofilme a eliminacdo bacteriana reduziu substancialmente.
Para fotossensibilizacéo letal eficaz, € necessério a associagdo do corante e do laser

como uma alternativa na desinfec¢do dos canais radiculares.

Fonseca et al. (2008) avaliaram em dentes extraidos a reducdo do numero de
colénias de Entercoccus faecalis apds Terapia FotodinAmica. Sessenta e seis canais
foram contaminados, incubados por 48 horas e divididos em dois grupos: grupo
controle em que nenhum tratamento foi realizado e outro grupo, canais preenchidos
com corante azul de toluidina por cinco minutos e irradiados com laser de diodo com
comprimento de onda de 660nm e poténcia de 50mW. Amostras bacteriolégicas
coletadas antes e apés a aplicacdo do laser no grupo da PDT e no grupo controle
coletaram-se inicialmente e apds 48 horas, para contagem das UFCs. No grupo da
PDT a redugédo bacteriana foi de 99,9% enquanto no grupo controle houve um
aumento de 2,9%. Concluiram que a PDT é um eficiente agente bactericida para

canais radiculares contaminados com Entercoccus faecalis.
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Fimple et al. (2008) testaram a eficacia da PDT ao biofilme de A. israelii, F.
nucleatum, P. gingivalis e P. intermédia. Os dentes foram preparados, instrumentados,
contaminados e divididos em grupos: controle, somente corante, somente laser e laser
e corante (PDT). Amostras foram analisadas DNA, ao microscépio eletrénico de
varredura e microscopio laser confocal. Os autores concluiram que houve uma
reducéo de até 80% de UFC no grupo da PDT.

No estudo de Prates et al. (2010) os parametros da Terapia FotodinAmica
foram avaliados em leveduras. Para isso, suspens@es de Candida albicans, Candida
krusei e Cryptococcus neoformans foram usadas. A suspensado corada por 10 minutos
com azul de metileno. Amostras irradiadas de cima para baixo em placas de
microtitulagdo, com laser GaAlAs, comprimento de onda de 660nm e poténcia ajustada
em 30 e 90mW. Duas taxas de fluéncia, 100 e 300mW/cm? foram comparadas em 3, 6
e 9 minutos de irradiagdo, que resultaram em fluéncias de 0 a 162J/cm2. Na
comparagdo dos efeitos de inativacdo microbiana na fluéncia de 54J/ cmz, resultante
de dois parametros distintos de irradiacdo, 9min; 100mw/cm2 e 3min; 300mW/cmz, foi
possivel observar que mesmo sob uma taxa de fluéncia menor, o tempo de irradiagdo
influenciou a morte microbiana. O parametro de irradiacdo 54J/ cm?, 9 minutos;
100mW/cm? foi mais letal aos micro-organismos quando comparado com tempo menor
e taxa de fluéncia maior, 54J/ cm?; 3 minutos; 300mW/cm? A maior taxa de fluéncia
apresentou um aumento da inativacdo das leveduras. Concluiram que o tempo de
irradiagéo e intensidade tem um papel importante na eficiéncia da PDT. A fluéncia ndo
deve ser utilizada como parametro Gnico para comparacdo dos resultados de

fotoinativacdo de leveduras.

Souza et al. (2010) investigaram o efeito antibacteriano da PDT em 60 dentes
humanos extraidos, utilizando os corantes azul de metileno (MB) ou azul de toluidina
(TB), ambos na concentragao de 15ug/mL. Os canais contaminados por sete dias com
Entercoccus faecalis foram instrumentados, irrigados com NaOCI 2,5% ou NaCl 0,85%
e distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: MB/NaOCI, TB/NaOCl,
MB/NaCl, TB/NaOCI. Para PDT, o tempo de pré irradiacdo do corante foi de 2 minutos,
irradiagao realizada com laser diodo (P=40mW, A= 660nm) com fibra 6ptica de 300um,
realizando movimentos em espiral, de apical para cervical, por um periodo de 4
minutos. As amostras de cada grupo, coletadas antes e depois da instrumentacao/
irrigacdo e apos a PDT, foram semeadas e incubadas a 37°C, por 48 horas e as UFC
contadas. O irrigante NaOCI foi significantemente mais eficaz que o NaCl.

Independente do corante utilizado (MB ou TB), a PDT n&do aumentou a desinfeccéo
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dos canais apos instrumentacdo e irrigagdo com NaOCI, sendo necessarios mais
ajustes no protocolo da PDT antes da utilizagcao na clinica.

Silva et al. (2010) com o objetivo de avaliar, in vitro, a efetividade da
instrumentacdo associada a Terapia Fotodindmica na eliminacdo de Enterococcus
faecalis, utilizaram 20 dentes unirradiculares humanos, preparados e padronizados em
16mm. Em seguida, os canais foram instrumentados, apices selados e a superficie
externa impermeabilizada. Os dentes esterilizados foram distribuidos aleatoriamente
em placas de cultura celular fixados com resina acrilica quimicamente ativada. Os
canais preenchidos com 10uL de uma suspensdo de Enterococcus faecalis e
incubados a 37° C, por 14 dias sendo que a cada trés dias adicionou-se 20uL de meio
de cultura para manutencdo das condi¢bes nutricionais. Apds esse periodo, foi
realizada coleta do conteldo intracanal. Das 20 raizes dentarias humanas, 10 foram
utilizadas no grupo teste, em gque os canais foram instrumentados e preenchidos com
associacao do corante azuleno 25% e Endo-PTC durante 5 minutos e irradiados com
laser de baixa intensidade ArGaAl, comprimento de onda 685 nm, por 3 minutos, com
sistema de fibra 6ptica de 365 um. No grupo controle, com 10 dentes, houve somente
a instrumentacdo dos canais e realizou-se a segunda coleta do contetdo intracanal.
Em seguida, os dentes foram incubados por 7 dias e procedeu-se a terceira coleta
intracanal. Apdés esse periodo, 0s canais receberam uma medicacdo intracanal de
polimixina B associada a clorexidina gel 2% e foram incubados por 14 dias quando foi
realizada a quarta coleta. Finalizando, realizou-se a remocéo da medicacao intracanal,
0S espécimes incubados por 7 dias com posterior coleta do conteddo do canal
radicular. Os resultados foram observados por meio da contagem de UFC/ml obtidas
nas coletas do conteudo intracanal, comparando os grupos teste e controle. Concluiu-
se que a instrumentacdo associada a PDT frente ao Enterococcus faecalis foi efetiva,
mas nao eliminou totalmente o biofilme intracanal monoespécie. Ap6s o0 uso de
medicacdo intracanal, ndo houve diferenga no ndmero de UFCs de Enterococcus
faecalis entre o grupo tratado com PDT e aquele em que foi utilizada apenas a

instrumentacao.

Rios et al. (2011) avaliaram o efeito da PDT usando azul de toluidina e emisséo
de luz com LED, no espectro vermelho e poténcia de 628nm, apos desinfeccdo dos
canais com NaOCIl a 6%. Dentes extraidos tiveram suas coroas seccionadas e as
raizes padronizadas em 12mm. Os canais foram instrumentados e irrigados com
hipoclorito de sédio a 6% durante a instrumentacdo. Os apices foram selados com
cimento de iondmero de vidro. Os canais preenchidos com EDTA a 17%, por 3

minutos, seguido da lavagem final com NaOCIl 6%. Os dentes foram autoclavados e
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uma suspensao de Enterococcus faecalis inoculada por 2 semanas. As raizes foram
divididas aleatoriamente nos seguintes grupos: (1) somente NaOCI; (2) somente TBO;
(3) somente luz; (4) TBO/luz e (5) NaOCI/ TBO/ luz. Amostras bacteriolégicas foram
coletadas para contagem e calculo das unidades formadoras de coldnias e uma
amostra de cada grupo selecionada e preparada para exame ao microscopio
eletrénico de varredura. Os canais tratados com a PDT exibiram taxa de sobrevivéncia
de 2,9% de E. faecalis enquanto a combinacdo de NaOCI| seguido por PDT reduziu
para 0,1%. Os autores concluiram que a PDT proporciona uma significativa reducéo
adicional ap6s a irrigacdo com NaOCI| e pode ser um método efetivo na reducdo

bacteriana do sistema de canais radiculares.

Carvalho et al. (2011) avaliaram a eficacia de algumas substancias quimicas na
remocao do azul de metileno apdés a PDT. Quarenta dentes unirradiculares preparados
foram preenchidos com azul de metileno (MB) 0,01% por 1 minuto e irradiados com
laser diodo, A=660nm, P= 40mW, por 240 segundos (E=9,6J). os espécimes foram
divididos em 4 grupos de acordo com a substancia utilizada para remover o corante:
(1)NaOCl 2,5%; (2) NaOCI e Endo PTC; (3) alcool etilico 70% e (4) solugédo salina
(controle). As coroas foram seccionadas e fixadas em um dispositivo. Fotografias
foram tiradas antes da PDT, imediatamente apdés a PDT e apdés a remocgdo de
corante. As alteracBes croméaticas foram avaliadas usando o Adobe Photoshop e
valores foram determinados em quatro pontos fixos de cada coroa. Segundo 0s
autores, protocolos para remover corantes devem ser aplicados apés PDT a fim de
minimizar o manchamento dental. Os protocolos testados neste estudo utilizando
NaOCI 2,5%, associado ou ndo ao Endo-PTC, foram eficazes em evitar a coloracdo
dos dentes causada pela MB durante PDT.

Alfenas et al. (2011) em uma revisdo de literatura relataram que a PDT néo
deve substituir os procedimentos dos tratamentos convencionais, mas deve ser
aprimorada e ser coadjuvante ao tratamento convencional, jA que o laser de baixa
intensidade é seguro, de facil manipulagcdo e aceitacdo pelo paciente, além de
promover atividade antimicrobiana quando associado a um corante fotossensibilizador.
As etapas de instrumentacéo, irrigacdo e medicacdo intracanal durante o tratamento
endodoéntico sdo essenciais para sucesso do tratamento, entretanto o melhoramento
da técnica vem de encontro ao objetivo de proporcionar sempre um tratamento de

maior qualidade.
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3 PROPOSICAO

O proposito do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana da
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana sobre biofilme de Enterococcus faecalis
do sistema de canais radiculares, utilizando-se diferentes combina¢cfes da

concentragéo do fotossensibilizante azul de toluidina e doses do laser diodo.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora em marco de 2011, Protocolo n°
306/2010 (Anexo A). O experimento foi desenvolvido no laboratério de
Genética Molecular de Micro-organismos, Departamento de Microbiologia,
BIOAGRO e no Nucleo de Microscopia e Microanalises da Universidade

Federal de Vigosa.

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Neste estudo foram utilizados 42 incisivos superiores extraidos de
humanos, unirradiculares, obtidos junto ao Banco de Dentes Humanos da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (Anexo B),
que apresentavam dimensfes aproximadas, apices completos e sem
tratamento  endoddntico  prévio. Os dentes foram selecionados
radiograficamente, com radiografias realizadas no sentido mesio-distal e
vestibulo-lingual, e foram excluidos dentes com curvaturas ou dilaceracoes,
com presenca de lesfes cariosas ou fraturas na porcao radicular e com canal
radicular de dimensfes ndo apropriadas a padronizacdo do estudo (SOUZA et
al., 2010). Apos remocgdo dos debris organicos remanescentes, os dentes
cedidos foram armazenados em solucdo salina estéril para hidratacdo e
estocados a 4°C até o momento do uso, quando foram esterilizados em
autoclave a 121° C por 15 minutos (BERGMANS et al., 2008; SCHOORP et al.,
2006).

4.2 PREPARO E INSTRUMENTACAO DOS ESPECIMES

Para o preparo dos espécimes, o0s dentes selecionados foram
seccionados transversalmente na regido do limite amelocementario com disco

diamantado de 0,2 mm de espessura dupla face (K.G. Sorensen Ind. Com.
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Ltda, S&do Paulo, Brasil) acoplado a um mandril em micromotor, obtendo
espécimes radiculares com comprimento padronizado em 15 mm
(GORDUYSUS et al, 2010). Em seguida, foram realizados sulcos
longitudinalmente nas raizes, no sentido vestibulo-lingual, de aproximadamente
0,5 mm, com o mesmo disco diamantado de tal modo que o0s espécimes
pudessem ser clivados ap0s o tratamento, para serem avaliados ao
microscopio eletrénico de varredura (MEV) quanto a presenca ou auséncia de
biofilmes bacterianos nos tubulos dentinarios de acordo com Fimple et al.
(2008) e Soukos et al. (2006).

Os canais foram explorados com lima Kerr calibre 10 (Dentsply/ Maillefer
S.A., Ballaigues, Suica) e o comprimento real de trabalho foi determinado pela
odontometria visual subtraindo-se 1,0mm no momento em que se observasse a
lima no forame apical. Assim, estipulou-se o limite da instrumentacdo a um
milimetro aquém do forame apical (GORDUYSUS et al., 2010).

O preparo do orificio do canal (3 mm) foi realizado com broca Gates-
Glidden n° 3 (Dentsply/ Maillefer S.A., Ballaigues, Suica) (CARDOSO et al.,
2008) e os canais instrumentados com limas rotatérias de niquel titanio do
sistema ProTaper Universal (Dentsply/ Maillefer S.A., Ballaigues, Suica)
utilizando-se o motor X-Smart (Dentsply/ Maillefer S.A., Ballaigues, Suica), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Durante a instrumentacédo, uma
lima tipo Kerr namero 15 (Dentsply/ Maillefer S.A., Ballaigues, Suica) foi
introduzida no canal até o nivel do forame apical, procurando padronizar seu
diametro e remover raspas de dentina e outros detritos que pudessem ser
levados a porcao apical do canal pelas manobras do preparo biomecéanico. O

preparo apical foi realizado até a lima F3.

Durante toda a instrumentacao as limas foram intercaladas por irrigacao
com hipoclorito de sédio a 1% (Férmula & Acado — S&o Paulo — Brasil), injetado
nos canais por meio de seringa hipodérmica de 3mL e agulha intramuscular 20
x 5,5mm (BD — Parana — Brasil), a cada troca de instrumento (ESTRELA et al.,
2003).

ApOs o preparo biomecanico, os canais foram preenchidos com solugéo

de acido etilenodiaminotetraacético 17% (BiodinAmica Quimica e
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Farmacéutica, Parana, Brasil), por trés minutos, para remocao da smear layer.
Em seguida, os canais radiculares foram secos com cones de papel absorvente
e preenchidos com 1mL da solugcdo de hipoclorito de sodio 1% para
neutralizacdo (GORDUYSUS et al., 2010; SOUKOS et al., 2006).

Posteriormente, os canais foram lavados com solucdo salina estéril e

secos com cones de papel F3 (Dentsply/ Maillefer S.A., Ballaigues, Suica).

4.3 VEDAMENTO E IMPERMEABILIZACAO EXTERNA DAS RAIZES

Todas as raizes dos dentes tiveram seu forame apical selado com resina
composta fotopolimerizavel (Filtek Z 250 — 3M, Campinas, Brasil) de acordo
com a técnica preconizada para a confeccdo de restauracbes dentarias,

seguindo as instrucdes do fabricante (GARCEZ et al., 2007).

Em seguida, as raizes foram impermeabilizadas externamente com duas
camadas de verniz de unha (Colorama - L’'Oréal Brasil Comercial de
Cosméticos Ltda — Rio de Janeiro — RJ — Brasil) aplicadas com o auxilio de um
pincel, em toda extensédo radicular, exceto na regido cervical na entrada do
canal, respeitando-se o tempo de trinta minutos entre a aplicagdo das mesmas
(GARCEZ et al., 2007; GORDUYSUS et al., 2010; ZANIN et al., 2006).

Apds o preparo biomecanico, o vedamento da regido apical e a
impermeabilizacdo externa das raizes, todas as amostras foram imersas em
recipiente com &gua destilada e autoclavadas a 121°C por 15 minutos
(GARCEZ et al., 2007; GORDUYSUS et al., 2010; SEAL et al., 2002).

4.4 INCLUSAO EM PLACAS DE POLIESTIRENO

Depois de esterilizadas, as raizes foram distribuidas aleatoriamente em
placas de poliestireno para cultura de células (Greiner Bio-one, Americana, S&o
Paulo, Brasil) e incluidas assepticamente com resina acrilica quimicamente

ativada (Artigos Odontolégicos Classico, Sao Paulo, Brasil) nos 5mm apicais
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(CARDOSO et al., 2008; SILVA et al., 2010). Foram utilizadas nove placas de
cultura de 48 pocos, de modo que duas placas continham trés espécimes e as
outras sete placas com seis espécimes em cada. As duas placas com trés
espécimes foram utilizadas para os grupos controle e as demais para 0s
grupos experimentais (Figura 1). Os espécimes foram intercalados nos
orificios, para facilitar o tratamento.

Figura 1 — Distribuicdo dos grupos controle (A) e dos grupos experimentais (B)

em placas de cultura de células contendo 48 micropoc¢os

4.5 OBTENCAO DA SUSPENSAO DE Enterococcus faecalis

Colbnias isoladas da cepa padrdao de Enterococcus faecalis (ATCC
51299) foram reativadas em 3 mL de BHI (Brain Infusion Hearth) (Himedia —
Curitiba — PR — Brasil) e mantidas a 37° C, 150 rpm, por 12 horas. Apos este
periodo foi realizada diluicAo seriada da suspensdo bacteriana, e estas
plaqueadas por pour plate em meio Agar BHI. As placas foram submetidas a
temperatura de 37 °C por 18-24 horas e as placas contendo 25 a 30 colbnias
foram selecionadas para contagem e posterior calculo de UFC/mL da amostra

original. A cultura utilizada apresentava 1 x 10° UFC/mL.
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4.6 CONTAMINACAO DOS ESPECIMES

Todos os espécimes dos grupos experimentais e do grupo controle
positivo, foram preenchidos com soro fetal bovino, mantidos em temperatura
ambiente por 12 horas antes da contaminacdo dos mesmos, em condi¢cdes de
assepsia. Dez microlitros da suspensdo de Enterococcus faecalis (1 x10’
UFC/mL) foram injetados dentro do sistema de canais radiculares por meio de
seringa para insulina de 0.3 cc (BD Ultra-Fine — New Jersey — Estados Unidos).
A suspensdo bacteriana foi levada em todo o comprimento do canal, com
auxilio de uma lima estéril tipo Kerr calibre 15 (SOUZA et al., 2010). Em
seguida, os pocos adjacentes aos espécimes foram preenchidos com solugéo
salina 0,85% estéril para assegurar a umidade do ambiente. A tampa da placa
foi fechada, vedada com papel-filme, e o conjunto mantido em estufa a 37°C.
Apoés 24 horas, mais dez microlitros da mesma suspensado de Enterococcus
faecalis foram injetados dentro do sistema de canais radiculares e a solucéo
salina presente nos pocos foi trocada. Para manutencdo das condi¢des
nutricionais, a cada 48 horas foram acrescentados 20uL de meio BHI liquido
estéril no interior dos canais, com o auxilio de uma seringa de insulina. A
solucdo salina presente nos poc¢os das placas também foi renovada a cada 48
horas ao longo de 21 dias. Depois deste periodo procedeu-se aos tratamentos

descritos a segquir.

4.7 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

As quarenta e duas raizes foram divididas aleatoriamente em dois
grupos controle e doze grupos experimentais, com trés amostras cada, de

acordo com o tratamento a ser realizado (Tabela 1).

Grupo 1 (controle negativo): as raizes nao foram contaminadas com a
suspensao bacteriana e nao receberam nenhum tipo de tratamento. Este grupo

foi realizado para verificar a auséncia de bactérias nos canais radiculares.

Grupo 2 (controle positivo): as raizes foram contaminadas com a suspenséo

bacteriana, mas ndo receberam nenhum tipo de tratamento com laser ou
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fotossensibilizador. Este grupo foi realizado para o controle da contaminagéo
dos canais radiculares.

Grupo 3: os canais contaminados foram submetidos a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana utilizando o corante azul de toluidina a 0,5ug/mL (Férmula &
Acdo — Sao Paulo — Brasil), como fotossensibilizante e a irradiagdo com laser
de baixa intensidade.

O equipamento utilizado nesse estudo para PDT foi o laser de diodo
AsGaAl (arseneto galio aluminio), de baixa intensidade, modelo Photon Lase llI
(DMC Equipamentos Ltda. — Sao Carlos — SP — Brasil) atuando na faixa
espectral do vermelho com comprimento de onda de 660 nm (vermelho) com
uma banda de +10 nm e poténcia de 100 mW (PRATES et al., 2010) (Figura 2).

Um sistema de fibra optica foi acoplada a ponta da caneta do laser (Figura 3).

SELECIONA

{—C?

Figura 2 — Equipamento Photon Lase Ill (DMC) — laser de diodo de baixa intensidade.

Figura 3 — Fibra 6ptica (DMC).
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Seguindo o protocolo preconizado por Soukos et al. (2006), os canais
foram preenchidos com azul de toluidina (TBO) 0,5ug/mL, por meio de uma
seringa para insulina de 0.3 cc (BD Ultra-Fine — New Jersey — Estados Unidos),
por um periodo de 5 minutos (Figura 4) em condicOes de assepsia, em capela

de fluxo laminar.

Figura 4 — Preenchimento dos canais com azul de toluidina 5ug/mL.

Em seguida, os espécimes foram irradiados com laser de diodo, no
comprimento de onda 660nm, utilizando o sistema de entrega por fibra éptica
de 600um e abertura numérica de 0,48 (Figura 5). A irradiagéo foi realizada por
60 segundos seguindo a técnica helicoidal sugerida por Gutknecht et al. (2005),
na qual a fibra é inserida a um milimetro aguém do apice e recuada em
movimentos helicoidais possibilitando a irradiacdo em todas as paredes do

canal radicular.

Figura 5 — Irradiacdo laser com fibra dptica intracanal.
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Grupo 4 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina
0,5ug/mL como descrito no grupo 3 e irradiados do mesmo modo que o grupo

3, por um periodo de 120 segundos.

Grupo 5 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina
0,5ug/mL como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 300 segundos,
do mesmo modo que o grupo 3.

Grupo 6 - os canais contaminados foram corados com azul de toluidina
0,5ug/mL como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 600 segundos,

do mesmo modo que o grupo 3.

Grupo 7 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina 5ug/mL
como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 60 segundos, do mesmo

modo que o grupo 3.

Grupo 8 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina 5ug/mL
como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 120 segundos, do mesmo

modo que o grupo 3.

Grupo 9 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina 5pug/mL
como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 300 segundos, do mesmo
modo que o grupo 3.

Grupo 10 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina
5ug/mL como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 600 segundos, do

mesmo modo que o grupo 3.

Grupo 11 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina
10pg/mL como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 60 segundos, do

mesmo modo que o grupo 3.

Grupo 12 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina
10pg/mL como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 120 segundos,

do mesmo modo que o grupo 3.

Grupo 13 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina
10pg/mL como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 300 segundos,

do mesmo modo que o grupo 3.
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Grupo 14 — os canais contaminados foram corados com azul de toluidina

10pg/mL como descrito no grupo 3 e irradiados com laser por 600 segundos,

do mesmo modo que o grupo 3.

Tabela 1 — Grupos experimentais e parametros utilizados para realizacéo

da Terapia Fotodinamica

GRUPO CONCENTRACAO DO TEMPO DE DOSE DO
FOTOSSENSIBILIZANTE IRRADIACAO DO LASER
LASER
1 _ - N
2 _ - N
3 TBO 0,5ug/mL 60 segundos E=6J
4 TBO 0,5ug/MI 120 segundos E=12]
5 TBO 0,5ug/mL 300 segundos E =30J
6 TBO 0,5ug/mL 600 segundos E =60J
7 TBO 5,0pg/mL 60 segundos E=6J
8 TBO 5,0ug/mL 120 segundos E=12
9 TBO 5,0ug/mL 300 segundos E =30J
10 TBO 5,0ug/mL 600 segundos E =60J
11 TBO 10pg/mL 60 segundos E=6J
12 TBO 10pg/mL 120 segundos E=12]
13 TBO 10pg/mL 300 segundos E =30J
14 TBO 10pg/mL 600 segundos E =60J
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Apés o tratamento com PDT, todos os espécimes foram lavados com
3mL de solucado salina estéril para remog¢éo do corante utilizado (GARCEZ et
al., 2006).

Antes e apos a realizacao dos tratamentos, as amostras intrarradiculares
foram coletadas, diluidas, semeadas e incubadas por 24 horas para a
contagem das col6nias bacterianas para calcular o nimero de UFC/mL, em

todos os grupos estudados.

4.8 CONDICOES DE COLETA DAS AMOSTRAS

4.8.1 COLETA PREVIA AO TRATAMENTO

Antes da realizacdo de cada tratamento todos os espécimes foram
lavados com solugéo salina 0,85%.

Apds 21 dias de contaminacdo experimental (HAASPALO e ORSTAVIK,
1987), foi introduzido no interior de cada canal radicular um cone de papel
absorvente esterilizado Protaper F2 Maillefer (Dentsply/ Maillefer S.A.,
Ballaigues, Suica), durante um minuto. Com auxilio de pin¢a clinica estéril,
cada cone retirado do canal foi colocado em Eppendorf contendo solucdo
salina 0,85% esterilizada e agitados por trinta segundos em Vortex. Esse
procedimento permite a liberacdo de bactérias absorvidas pelo cone de papel e
a dispersao das mesmas. A partir dessa suspensao, foram realizadas diluicdes
seriadas e aliquotas de 0,1mL foram semeadas em placas de Petri contendo
agar BHI. Todas as placas semeadas foram incubadas em estufa
bacteriologica 37°C por 24 horas e, ap0s esse periodo, procedeu-se a
contagem e o calculo do numero de unidades formadoras de colénias por mL
(GARCEZ et al., 2006; GORDUYSUS et al., 2010; SOUZA et al., 2010).
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4.8.2 COLETA POS TRATAMENTO

Imediatamente apds término dos tratamentos, a coleta foi realizada com
cone de papel esterilizado F2 (Dentsply/Maillefer S.A., Ballaigues, Suica), o
qual permaneceu no interior do canal radicular por periodo de um minuto. Com
auxilio de pinga clinica estéril, cada cone retirado do canal foi colocado em
microtubos de polipropileno (1,5 mL) contendo solucdo salina 0,85%
esterilizada e agitados por trinta segundos em Vortex. Esse procedimento
permite a liberacdo de bactérias adsorvidas pelo cone de papel e a dispersédo
das mesmas. A partir dessa suspensao, foram realizadas diluicbes seriadas e

aliquotas de 1mL foram semeadas em placas de Petri contendo agar BHI.

Todas as placas semeadas foram incubadas em estufa bacteriologica 37
°C por 24 horas e, ap0s esse periodo, procedeu-se a contagem e o célculo do
namero de UFC/ L (Figura 6).

Figura 6 — Crescimento de colénias em meio Agar BHI. Plagueamento por pour plate,

aliquota de 0,1 mL.

4.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para confirmar a formacgao de biofilme e a colonizagéo das paredes do
canal, os espécimes foram preparados para observacdo em um microscopio

eletronico de varredura (LEO — modelo 1430VP). Foram selecionados
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aleatoriamente um espécime de cada grupo controle e dois espécimes de cada
grupo experimental para serem analisados no microscépio eletrénico de
varredura. Os espécimes selecionados foram preenchidos com uma solucéo
fixadora de glutaraldeido 2,5% por 24 horas. Apés este periodo, 0os espécimes
foram lavados com solugéo tampéao de fosfato de sdédio 0,1 M pH 7,4 (RIOS et
al., 2011). Em seguida, as raizes foram seccionadas e clivadas, no sentido
vestibulo-lingual, com um martelo cirdrgico apoiado em um bisel de aco,

seguindo o protocolo realizado por Moreira et al. (2010) (Figura 7).

Figura 7 — Clivagem dos espécimes para posterior visualizagdo por microscopia

eletrénica de varredura (MEV).

Apés a fixacdo, as amostras foram desidratadas com concentragdes
ascendentes de etanol 30°, 50°, 70°, 80° 90° e 100° Gay Lussak - GL com
intervalo de 20 minutos entre cada troca. Posteriormente, o material foi
transferido para secador ao ponto critico (critical Point Dryer — CPD®, Bal-Tec
030) para desidratagdo completa. Ao final desta etapa, o material foi metalizado
em metalizadora Balzers® modelo FDU 010 e analisado em um microscopio
eletrbnico de varredura e as imagens, registradas em computador, nos
aumentos de 3000, 5000, 7000 e 10000 vezes.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo da distribuicdo amostral, relativo as contagens de
unidades formadoras de colbnias, foram utilizados os testes de homogeneidade
de variancia Bartllet e o teste de normalidade de Lillieforfs (Apéndice A). O
resultado encontrado nao foi significante, pois os dados ndao possuem variancia
homogénea. Como possuem distribuicdo normal, procedeu-se a analise de
variancia com nivel de significancia estabelecido em 1% (p<0,01)
complementado pela aplicacdo do teste de comparagfes multiplas de Tukey
para verificacdo da diferenca de reducdo bacteriana dentro de cada grupo,

antes e depois do tratamento realizado disponibilizados nos Apéndices B e C.



62

5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA EFICIENCIA DOS METODOS APLICADOS NA
REDUCAO DA POPULAGAO BACTERIANA

A eficacia antimicrobiana dos tratamentos realizados foi avaliada pela
sobrevivéncia de células de E. faecalis apd6s os tratamentos e célculo e
contagem do numero de unidades formadoras de coldnias de Enterococcus

faecalis por mililitro (UFC/mL).

No grupo controle negativo ndo houve crescimento de Enterococcus
faecalis apds o tempo de incubacdo. No grupo controle positivo e nos grupos
experimentais, observa-se o0 crescimento bacteriano, ap6s o tempo de

incubacéo de 21 dias (Figura 8).

Figura 8 —Avaliacdo dos controles experimentais. (A) Controle negativo. (B)

Controle positivo. O volume de 1 mL foi plagueado pelo método de pour plate e as

placas mantidas & 37°C por 24 horas, diluicéo 10°.

Os resultados relativos aos quatorze grupos foram baseados nas médias
do nimero de UFC/mL de cada diluicdo para cada tratamento, antes (tempo 1)
e depois do tratamento (tempo 2), e no calculo das porcentagens de reducgéo
(Tabela 2). As médias de UFC/mL obtidas para os quatorze grupos, ap0s 0s

tratamentos, estdo apresentadas na Figura 9.
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Tabela 2 — Médias iniciais e finais das populacdes de E. faecalis presentes nos
espécimes avaliados em valores exponenciais (numero), médias das
porcentagens de reducdo (%) e desvio padrao (DP) dos grupos experimentais,

incluindo os grupos controles

NUimero % DP
(UFC/mL) de reducéo (X) desvio padrao
TEMPO 1 TEMPO 2

Gl 3,8 x 10° 3,1x 10° 18,59 0.50
G2 0 0 - 0
G3 2,53 x 10° 3,6 x 10° -40,86 0.73
G4 2,4x%x10° 3,2x10° -33,00 0.55
G5 1,1x10° 1,3x10° 22,42 0.16
G6 3,8x10° 1,7x 10° 57,45 1.53
G7 1,2 x 10° 0,80 x 10* 93,18 7.75
GS8 1,2 x 10° 2,14 x 10° 82,49 7.15
G9 6,2 x 10° 2,14 x 10° 65,43 2.86
G10 7,1x10° 0,47 x 10° 93,28 4.67
G11 1,3x 10° 2,22 x 10° 82,83 7.57
G12 0,32 x 10° 1,87 x 10° 81,86 5.97
G13 6,6 x 10° 0,86 x 10° 87,01 4.07
Gl4 5,8 x 10° 0,96 x 10° 83,39 3.43

G1: controle positivo; G2: controle negativo; G3: PDT — TBO 0,5ug/mL / 1min; G4: PDT — TBO
0,5pug/mL / 2 min; G5: PDT — TBO 0,5ug/mL / 5min; G6: PDT — TBO 0,5ug/mL / 10min; G7:
PDT- TBO 5ug/mL / 1min; G8: PDT — TBO 5ug/mL / 2min; G9: PDT — TBO 5pg/mL / 5min;
G10: PDT — TBO 5pg/mL / 10min; G11: PDT — TBO 10pg/mL / 1min; G12: PDT — TBO 10pg/mL
/ 2min; G13: PDT — TBO 10ug/mL / 5min; G14: PDT — TBO 10upg/mL / 10min
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Figura 9 — Sobrevivéncia bacteriana a diferentes tratamentos realizados a partir das

contagens antes e depois dos tratamentos.

Na figura 10 estdo ilustradas as médias de reducéo das unidades formadoras de
coldnias por mL, apos os tratamentos. A diferenca minima significativa (DMS) para esta
variavel foi de 2.8604.
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Grupos

Figura 10 — Representacdo gréafica das médias de reducdo de UFC/mL, no tempo 2, ao

nivel de significancia de 5% por meio do teste de Tukey.
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Na figura 11 estéo ilustradas as médias das porcentagens de reducdo
de UFC/mL, desvio padrdo e andlise estatistica entre os grupos, ao nivel de

significancia de 5% por meio do teste de Tukey

Figura 11 — Representacdo gréfica das médias das porcentagens de reducao de

UFC/mL, desvio padrdo e analise estatistica entre os grupos. Barras representadas por
letras distintas diferem entre si ao nivel de significAncia de 5 % por meio do teste de

Tukey.

Nas tabelas 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24,
encontram-se os valores absolutos e médias dos micro-organismos, para cada

amostra, antes e ap0s os tratamentos, tempo 1 e tempo 2, respectivamente.
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5.2 AVALIACAO AO MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA

Observou-se a formagdo do biofilme de E. faecalis na superficie
dentinaria intracanal, por meio de microscopia eletrénica de varredura, nas
amostras analisadas do grupo positivo. No grupo controle negativo, nédo foi
possivel detectar bactéria nas amostras analisadas. (Figura 12).

00KV  WD= 17mm Date:13 Jan 2012
00 KX Signal A = SE1 Time :16:24:25

EHT = 20.00 kV WD = 20mm  Date :5 Jan 2012

Mag = 10.00 K X Signal A=SE1  Time:14:53:20

Figura 12: Fotomicrografia eletrénica de varredura da regido de dentina radicular. A -

controle negativo e B — contole positivo.
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EMT =20 DO kY WO= 16mm  Oate 12 Jan 2012 EHT =20.00 kV WD = 16 mm  Date 5 Jan 2012
Mag= 1000 KX Signal &= 5E1 Time 62704 )_| Mag = 10,00 K X Signal A= SE1  Time:17:15:49

3um EHT = 20.00 kV WD= 13mm Date 13 Jan 2012 2um EHT = 20.00 kV WD= 17mm Date 12 Jan 2012
Mag = 10.00 K X Signal A=SE1  Time :8:24:46 C Mag = 10.00 K X Signal A=SE1  Time :17.51:49 D

EHT = 20.00 kY WD= 18mm Date:13 Jan 2012 EHT = 20.00 kV WD= 15mm Date .13 Jan 2012

Mag = 1000 K X Signal A=SE1  Time :14:38:24 }_{ Mag= 1000 K X Signal A=SE1  Time :14.21:32

Figura 13: Fotomicrografia eletrénica de varredura na regido de dentina radicular dos
dentes de cada grupo que apresentaram reduc¢éo bacteriana significativa. A - grupo 6, B -
grupo 6, C - grupo 7, D - grupo 7, E -grupo 8, F - grupo 8.
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EHT = 20.00 k¥ WD= 13mm  Date 13 Jan 2012 EHT =20.00 kv WD= 13mm Date 13 Jan 2012
Mag = 10.00 K X Signal A=8E1  Time :16:01.03 Mag = 10.00KX Signal A=SE1  Time 10:14:17

Figura 14: Fotomicrografia eletrénica de varredura na regido de dentina radicular dos
entes de cada grupo que apresentaram reducao bacteriana significativa. A - grupo 9, B -

grupo 9, C - grupo 10, D - grupo 10, E - grupo 11, F - grupo 11.
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|_| Mag = 10.00 K X Signal A=8E1  Time 15:32.44 }_{ Mag = 10.00 K X Signal A=S8SE1  Time 14:38:24

Figura 15: Fotomicrografia eletrénica de varredura naregido de dentina radicular dos
dentes de cada grupo que apresentaram reducdo bacteriana significativa. A - grupo 12, B
-grupo 12, C - grupo 13, D - grupo 13, E - grupo 14, F - grupo 14.
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Mag = 10.00K X  Signal A=SE1  Tima 150147

EHT = 20000 kv Data 12 Jan 2012
Mag = 1000 K X Time: 165745

Figura 16: Fotomicrografia eletrénica de varredura na regido de dentina radicular dos

grupos gque ndo apresentaram reducdo bacteriana (A —grupo 3, B —grupo 4 e C — grupo 5).
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6 DISCUSSAO

A ocorréncia e a frequéncia da infeccdo endodontica estimularam a busca para
obtencdo de novos sistemas, novas técnicas e substancias antimicrobianas, que
sejam aplicaveis na Endodontia, especialmente no que se refere ao controle
microbiano do complexo sistema de canais radiculares visando melhores resultados

no tratamento.

Dessa forma, a laserterapia vem conquistando seu espaco. Tanto o laser de
alta como o de baixa intensidade podem ter agBes antimicrobianas muito eficazes
sendo considerados na literatura como eficiente coadjuvante na redugdo microbiana
intracanal (BERGMANS et al., 2006; ELDENIZ et al., 2007; KREISLER et al., 2003;
MORITZ et al., 1997; SCHOOP et al., 2004; SCHOORP et al., 2006; WALSH, 1997). A
vantagem da utilizagéo do laser é que a complexidade anatbmica dos canais ndo é
vista como obsticulo, jA que a luz pode ser redirecionada em virtude da sua

transmisséo atravées dos prismas de esmalte e tibulos dentinérios (SEAL et al., 2002).

A desvantagem do laser de alta intensidade € que pode gerar um aumento de
temperatura indesejado. J& o laser de baixa intensidade tem a capacidade de alterar
células, sem aumento da temperatura. No entanto, o laser de baixa intensidade s6
consegue acgdo bactericida se associado a um agente fotossensibilizante (WALSH,
1997), sendo denominada de Terapia Fotodindmica (em inglés Photodynamic Therapy
— PDT). Esta técnica € bastante indicada na eliminagcdo de micro-organismos, por
apresentar atividade antimicrobiana sobre cepas bacterianas antibittico-resistentes,
leveduras, virus e parasitas (SCHACKLEY et al., 1999).

O processo da PDT é relativamente simples em que a eliminagdo dos micro-
organismos esta relacionada com a associacdo de um agente fotossensibilizante com
uma fonte de luz que produz espécies reativas de oxigénio ou radicais livres, que sdo
toxicas para os micro-organismos (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007).

A PDT esta sendo estudada como uma terapia promissora para erradicar
bactérias patogénicas, devido a sua seletiva acdo antimicrobiana, pois em baixas
concentracdes apresenta-se letal aos micro-organismos sem causar injarias ao
hospedeiro (KOMERIK et al.,, 2002). Outra vantagem apresentada é que até o
momento ndo existem evidéncias de resisténcia microbiana utilizando esta técnica.
Como a morte da célula microbiana é rapida, ndo € necessaria a manutencdo do

agente quimico por longos periodos no local do tratamento (WILSON et al. 2005).
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Diante do exposto, justifica-se a utilizacdo da PDT como complemento ao
tratamento endoddntico convencional na eliminag&do de micro-organismos resistentes e

persistentes no sistema de canais radiculares.

Neste estudo foram utilizados dentes humanos extraidos, conservados em
solucdo salina e refrigerados a 4°C até o momento do uso, conforme protocolo
utilizado por Bergmans et al. (2008) e Schoop et al. (2006).

Antes da instrumentacdo dos canais realizou-se o alargamento cervical inicial
com broca Gates-Glidden n° 3 facilitando a acdo dos instrumentos rotatérios
(CARDOSO et al., 2008). A instrumentacéo rotatéria além dos objetivos de ampliacdo
e modelagem do canal diminui o tempo despendido na instrumentagéo. Os valores de
velocidade e torque foram estabelecidos pelo fabricante. A instrumentagéo
complementada pela irrigagdo com hipoclorito de sodio 1% e irrigacédo final com EDTA
17% e hipoclorito de sodio 1%, permite aumentar a permeabilidade dentinaria. Neste
estudo, os objetivos da remocdo da smear layer foram facilitar a contaminagdo dos
canais com a suspensdo bacteriana, para melhor penetragdo das bactérias nos
tubulos dentinarios e melhorar a penetracdo do agente fotossensibilizante, no

momento da Terapia Fotodinamica.

O micro-organismo, Enterococcus faecalis, foi selecionado para o presente
estudo por este estar comumente relacionado as infeccbes endoddnticas persistentes,
secundérias, recorrentes e aos dentes obturados com falha durante o tratamento
(DUNAVANT et al.,, 2006; STUART et al., 2006; ZOLETTI et al., 2006). Além da
capacidade de penetrar em profundidade nos tubulos dentinarios, da habilidade de
formar biofilme e da sua resisténcia aos agentes antimicrobianos na terapia
endodontica convencional (HABASH e REID, 1999; JOHNSON et al., 2006; LOVE et
al., 2001; SUNDQVIST et al., 1998; VIVACQUA-GOMES et al., 2005).

O numero de UFC/mL observado na literatura varia de 10*a 10° (GARCEZ et
al.,2007; GORDUYSUS et al.,, 2010; MORITZ et al., 1997, SOUZA et al., 2010;
SUNDQVIST, 1992). Nesse experimento, inoculou-se uma quantidade de bactérias de
aproximadamente 10’ UFC/mL, para que permanecessem viaveis até o final do

periodo de incubacéo.

A suspenséo de 10pL inoculada no interior do conduto foi similar & maioria dos
estudos nos quais os efeitos bactericidas da PDT foram pesquisados (GARCEZ et al.,
2007; MORITZ et al.,1997; PRATES et al., 2010).

O tempo de contaminacdo experimental dos espécimes foi estabelecido em 21

dias de acordo com Haapasalo e Orstavik (1987). Esses autores, bem como Akpata e
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Blechman (1982), verificaram que o tempo de infeccdo prolongado leva a uma maior
quantidade de tubulos infectados. No entanto, verifica-se na literatura diferencas
metodoldgicas relativas ao tempo de permanéncia do inéculo no interior dos canais,
como 24 horas (GARCEZ et al., 2006), 48 horas (FONSECA, 2008; SEAL et al., 2002),
72 horas (SOUKOS et al., 2006; GARCEZ et al., 2007; ZANIN et al., 2005), 7 dias
(SOUZA et al., 2010; RIOS et al., 2011; ZANIN et al., 2005), 10 dias ( ZANIN et al.,
2005) E 14 dias (RIOS et al., 2011).

O grupo controle negativo foi inoculado apenas com meio de cultura estéril,
sem suspensao bacteriana e nenhum tratamento foi realizado. Quando avaliado pela
contagem e calculo das unidades formadoras de colénias, como esperado nao
apresentou crescimento em nenhuma das diluicbes realizadas. O cultivo de bactérias
utilizando meios de cultura é empregado por mais de um século na identificacdo dos
micro-organismos patogénicos e uma vantagem desta técnica € investigar a fisiologia
e patogenicidade das espécies microbianas (SIQUEIRA e ROCAS, 2005). Esses

dados foram confirmados ao microscépio eletrénico de varredura (MEV).

No grupo controle positivo, os espécimes foram contaminados com a
suspensao bacteriana, mas ndo receberam nenhum tipo de tratamento. Na contagem
de UFC/mL houve crescimento bacteriano e ao MEV observou-se a formacéo de
biofilme de Enterococcus faecalis com intenso aglomerado bacteriano nas paredes

dentinarias do canal.

Atualmente diversos fotossensibilizantes estdo sendo empregados nos estudos
da PDT, dentre os quais 0 azul de metileno e o azul de toluidina (TEICHERT et al.,
2002; SOUKOS et al., 2006; USACHEVA et al., 2003; WILLIAMS et al., 2003).

A banda de absorcdo do azul de toluidina esta entre 620nm a 700nm, o que
possibilitou a fotossensibilizacdo das bactérias no presente estudo com o laser
utilizado (GARCEZ et al., 2003).

Diversas pesquisas utilizaram diferentes concentragfes do azul de toluidina, de
0,1pg/mL a 200pg/mL (BERGMANS et al, 2008; DOBSON e WILSON, 1992;
FONSECA et al., 2008; KOMERIK et al., 2002; KOMERIK et al., 2003, SEAL et al,
2002; SOUZA et al., 2010; TEICHERT et al., 2002; ZANIN et al., 2005; ZANIN et al.,
2006) apresentando resultados satisfatérios. Cabe ressaltar que existe a possibilidade
de manchamento dental pelo azul de toluidina, uma vez que alteracdes cromaticas
corondrias foram constatadas no estudo de Gongalves (2005). Esta € uma
preocupacdo entre 0s pesquisadores e estudos tém buscado utilizar menores
concentragdes (CARVALHO et al., 2011; GARCEZ et al., 2006; GONCALVES, 2005;
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SEAL et al., 2002; SOUZA et al., 2010; ZANIN et al., 2006), para minimizar esse dano.
Em vista disso, as concentra¢cbes de 0,5ug/mL, 5pug/mL ou 10pug/mL foram utilizadas
neste estudo por serem consideradas concentracdes baixas.

O tempo necessario para a fixacao do fotossensibilizante no interior da bactéria
€ conhecido como tempo de pré-irradiacao (TPI) e é de fundamental importancia para
a realizagéo do efeito antibacteriano (SEAL et al., 2002; ZANIN et al., 2002). O TPI
estabelecido para este estudo foi de 5 minutos, de acordo com as pesquisas de
Garcez et al. (2006) e Soukos et al. (1996).

Em relacdo a fonte de luz utilizada na Terapia Fotodindmica, sao importantes o
comprimento de onda que o fotossensibilizador é capaz de absorver, a poténcia do
aparelho e o tempo de exposi¢do. Em funcdo dos valores da poténcia e do tempo,

obtém-se a quantidade de energia transferida ao alvo.

Na PDT qualquer fonte de luz pode ser utilizada, desde que seja coerente com
0 pico de absor¢cdo do agente fotossensibilizante. A maioria dos trabalhos associa a
Terapia FotodinAmica com o laser de diodo (GARCEZ et al., 2008; KOMERICK et al.,
2003; PRATES et al., 2006; SOUZA et al., 2006; ZANIN et al., 2006), embora alguns
trabalhos demonstrem resultados satisfatérios com o uso do LED (RIOS et al. 2011;
ZANIN et al., 2005). No presente estudo utilizou-se o laser de diodo arseneto galio
aluminio (AsGaAl), de baixa intensidade, modelo Photon Lase Il (DMC Equipamentos
Ltda, Séo Carlos, SP, BR) de emissao continua, com comprimento de onda de 660nm

(vermelho) e poténcia de 100mW.

O laser de AsGaAl é vantajoso em relagcao aos outros com relagdo ao custo e
sdo comprovadamente eficientes no processo da Terapia Fotodinamica (LAGE-
MARQUES e EDUARDO, 1998; PRATES et al., 2010). Além disso apresentam

ressonancia ao fotossensibilizante utilizado.

Estudos demonstram uma variabilidade no tempo de exposi¢do ao laser, desde
trinta segundos (SILBERT et al., 2000) até trinta minutos (ZANIN et al., 2006). De
acordo com os estudos de Williams et al. (2003), Zanin et al. (2005) e Prates et al.
(2006), a inativagdo dos micro-organismos € maior conforme a dose de energia €
aumentada. Sabendo-se que a dose de energia é proporcional a poténcia e ao tempo
de irradiagdo, neste estudo, procurou-se manter a poténcia e variar o tempo de

exposi¢cdo como realizado por Seal et al. (2002).

Sendo o canal radicular um local de dificil acesso para o spot do aparelho
laser, utilizou-se um sistema de fibra Optica acoplada a ponta da caneta do laser com

didametro de 600um, e a irradiacédo foi realizada seguindo a técnica helicoidal sugerida
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por Gutknecht et al. (2005), na qual a fibra é inserida a um milimetro aquém do apice e
recuada em movimentos helicoidais favorecendo a distribuicdo homogénea dos fétons
e possibilitando a irradiacdo em todas as paredes do canal radicular (GARCEZ et al.,
2006).

Na andlise dos resultados obtidos no presente estudo, frente a eficacia da PDT,
foi possivel observar diferenca estatistica significante na comparacdo entre a
contagem de micro-organismos presentes antes e depois dos tratamentos, pelo teste
de Tukey com nivel de significancia de 5%, entre os grupos G6, G7, G8, G9, G10,
G111, G12, G13 e G14. Demonstrando que a PDT utilizando a combinacdo TBO
0,5pug/mL — 10 minutos e o fotossensibilizante nas concentragfes 5ug/mL e 10ug/mL
em todos os tempos testados de irradiacio com o laser, apresentaram acgdo
antibacteriana significativa frente ao Enterococcus faecalis. Em relagdo a combinagéo
do TBO 0,5ug/mL nos tempos de irradiacdo de 1, 2 e 5 minutos, o presente estudo

demonstrou que ndo houve acao antibacteriana eficaz sobre a bactéria testada.

A porcentagem de reducdo de unidades formadoras de colbnias, apds o0s
respectivos tratamentos, foi em ordem decrescente: TBO 5ug/mL/10min, TBO 5ug/mL/
1 min, TBO 10pg/mL/5min, TBO 10ug/mL/10min, TBO 10ug/mL/1min, TBO 5Spg/mL/
2min, TBO 10pg/mL/2min, TBO 5pg/mL/5min, TBO 0,5pg/mL/ 10min, TBO
0,5ug/mL/5min, TBO 0,5ug/mL/2min e TBO 0,5ug/mL/1min.

Resultados semelhantes quanto a porcentagem de redugcdo bacteriana
alcancada no presente estudo de aproximadamente 93%, nos grupos 7 e 10, também
foram encontrados nos estudos de Bergmans et al. (2008) (98,5%); Garcez et al.
(2006) (99,2%); Nikolaos et al. (2006) (97%), 2006; Soukos et al. (2006) (97%) e Zanin
et al. 2006 (95%). Entretanto, ndo houve redu¢cdo maxima, em nenhum dos grupos
testados, como apresentado por Garcez (2002) em que a reducéo foi de 100% sobre

Enterococcus faecalis utilizando a Terapia Fotodinamica.

A andlise comparativa da porcentagem de reducdo de Enterococcus faecalis,
entre os diferentes grupos, pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%,
indicou diferenca estatistica entre os grupos 3 e 10, sendo que a porcentagem de
reducdo imediata do grupo 10 foi maior que o grupo 3, confirmando que a PDT
utilizando TBO 5pg/mL por 10 minutos de irradiacdo foi melhor que a utilizagdo do
mesmo fotossensibilizante na concentragcdo de 0,5ug/mL por um minuto de irradiacéo
laser. O aumento da concentragdo do fotossensibilizante e o tempo de exposicéo
foram evidentes. Considerando que o tempo de exposi¢ao e a atividade antimicrobiana

é diretamente proporcional a dose de energia (ZANIN et al., 2005).
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Com relagcdo a microscopia eletrénica de varredura, procedeu-se a correlagéo
entre as imagens visualizadas e a contagem das unidades formadoras de col6nias dos

dentes preparados.

Constatou-se que os tratamentos realizados nos canais radiculares capazes
de reduzir, significantemente, a quantidade de bactérias, confirmaram-se ao MEV em
todos os aumentos 3000X, 5000X, 7000X e 10000X. As amostras dos grupos
experimentais, G6, TBO 0,5ug/ mL — 10min; G7, TBO 5pug/ mL — 1min; G8, TBO 5ug/
mL — 2min; G9, TBO 5ug/ mL — 5min; G10, TBO 5ug/ mL — 10min; G11, TBO 10ug/
mL — 1min; G12, TBO 10ug/ mL — 2min; G13, TBO 10ug/ mL — 5min; G14, TBO
105ug/ mL — 10min, que apresentaram resultados significativos na redugéo bacteriana,

a constatacao foi ratificada ao MEV.

Nos grupos da PDT utilizando o fotossensibilizante TBO 0,5ug/mL nos tempos
de irradiagdo com laser de 1, 2 e 5 minutos, grupos G3, G4 e G5, em que ndo houve
reducdo bacteriana significativa, observa-se nas imagens a presenca de um

aglomerado bacteriano em todas as amostras.

Apesar dos resultados apresentados serem satisfatorios, outros estudos in vivo
sdo0 necessarios e, também, testando a acdo cumulativa da Terapia Fotodinamica e da
terapia endoddntica convencional a fim de confirmar a efetividade da mesma e utiliza-

la na clinica.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo experimental, in vitro, permitem

concluir que:

* Os parametros utilizados nos diferentes grupos, azul de toluidina 0,5ug/mL e
irradiacdo laser por 10 minutos ou azul de toluidina nas concentrac6es 5ug/mL
e 10pg/mL em todos os tempos testados de irradiacdo com o laser (1, 2,5 e 10
minutos), proporcionaram resultados significativos quanto a atividade

antibacteriana

* A combinacdo do fotossensibilizante azul de toluidina 5ug/mL com irradiacdo

laser durante 10 minutos apresentou a melhor redug&o bacteriana

» Aterapia nao foi capaz de eliminar 100% do biofilme de Enterococcus faecalis
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APENDICES

APENDICE A - Resultados da andlise estatistica para verificacdo da distribuicio

amostral, relativo as contagens de unidades formadoras de colbnias.

TESTE DE NORMALIDADE

Variavel - x 1

Teste de homogeneidade de variancia - Bartllet

X2calculado = GL=13

10.5635 Probabilidade= .6473
ns

Curtose V(c)=.5136 t=.5738 Probabilidade = .5735

Valor(3+c)= 3.4112 ns

Simetria V(s)=.1335 t=1.1268 Probabilidade = .2591

Valor(s)=.4117 ns

Teste de normalidade - qui-quadrado

Ndmero de observagfes(erros) 42

Média .0

Variancia 1.5828

Desvio-padréao 1.2581

1.2581

Qui-quadrado: 13.5214 GL: 16 Probabilidade (%) = 63.4324

Teste de Lilliefors

D calculado maximo (Apenas classes) .1095
D calculado maximo (Todas observagfes) .1305
D tabelado (20%) 1139
D tabelado (15%) .1185
D tabelado (10%) 1242
D tabelado (5%) 137

D tabelado (1%) 1591

Se Dcal > = Dtab Rejeita-se Ho
Ho: é razoavel estudar os dados por meio da distribuigdo normal
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APENDICE B - Resultados da andlise estatistica pela anélise de variancia da variavel,

com nivel de significancia a 1%

FV GL SQ QM F Probab
Tempo 1 416.45792  416.45792  78.99336 .0
Tratamento 13 368.7825 28.36788 5.38079 .0
TempoXTratamento 13 382.4144 29.41649 5.57969 .0
Residuo 56 295.2355 5.27206

Total 83 1462.8903 17.62518

Média 3.95909523809524

CV (%) 57.9955038759414
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APENDICE C - Resultados da anélise estatistica entre os grupos pelo teste de Tukey,

com nivel de significancia 5%

VARIAVEL : MORTALIDADE
GLRes : 56 QMR : 1 g:2.8343 DMS : 1.6364

3.8367 A 3.1233 A
.0000 A .0000 A
2.5367 A 3.5733 A
2.3733 A 3.1567 A
1.0700 A 1.3100 A
3.7767 A 1.6070 B
11.7667 A .8017 B
12.2600 A 2.1467 B
6.1900 A 2.1400 B
7.0867 A .4760 B
12.9333 A 2.2200B
10.3267 A 1.8733B
6.6233 A .8600 B
5.8200 A .9667 B

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL n&o diferem
estatisticamente entre si.

VARIAVEL : MORTALIDADE
GLRes : 56 QMR :1 q:4.9543 DMS : 2.8604

3.8367cd 3.1233 ab
.0000 e .0000 ¢
2.5367de 3.5733a
2.3733de 3.1567 ab
1.0700 de 1.3100 abc
3.7767cd 1.6070 abc
11.7667 a .8017 abc
12.2600 a  2.1467 abc
6.1900 bc 2.1400 abc
7.0867 b 4760 bc
12.9333a 2.2200 abc
10.3267 a 1.8733 abc
6.6233 bc  .8600 abc
5.8200 bc .9667 abc

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na VERTICAL néo diferem estatisticamente
entre si.
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APENDICE D - Contagem das UFC.mL™ de Enterococcus faecalis dos grupos 1, 2, 3

e 4 antes e apos os tratamentos

Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 1 UFC.mL™ UFC.mL™
1 3,12x 10° 2,20 x 10°
2 2,91 x 10° 1,69 x 10°
3 5,48 x 10° 5,48 x 10°
Média 3,83 x 10° 3,12 x 10°
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 2 UFC.mL™ UFC.mL™
1 0 0
2 0 0
3 0 0
Média 0 0
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 3 UFC.mL™ UFC.mL™
1 1,20 x 10° 1,97 x 10°
2 3,08 x 10° 3,60 x 10°
3 3,33x 10° 5,15 x 10°
Média 2,53 x 10° 3,57 x 10°
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 4 UFC.mL™ UFC.mL™
1 2,32 x10° 3,11 x 10°
2 2,20 x 10° 3,16 x 10°
3 2,60 x 10° 3,18 x 10°

Média 2,37 x 10° 3,15 x 10°




APENDICE E - Contagem das UFC.mL™ de Enterococcus faecalis dos grupos 5, 6, 7

e 8 antes e apos os tratamentos

Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 5 UFC.mL™ UFC.mL™
1 0,81 x 10° 1,07 x 10°
2 2,07 x 10° 2,61 x 10°
3 0,33 x 10° 0,25 x 10°
Média 1,07 x 10° 1,31 x 10°
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 6 UFC.mL™ UFC.mL™
1 6,12 x 10° 2,94 x 10°
2 4,15 x 10° 1,83 x 10°
3 1,06 x 10° 0,05 x 10°
Média 3,77 x 10° 1,60 x 10°
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 7 UFC.mL™ UFC.mL™
1 1,18 x 10° 3,00 x 10”
2 1,09 x 10° 8,00 x 10*
3 1,25 x 10° 1,30 x 10°
Média 1,17 x 10° 8,00 x 104
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 8 UFC.mL™ UFC.mL™
1 1,01 x 10° 4,14 x 10°
2 8,36 x 10° 2,00 x 10*
3 1,82 x 10° 2,10 x 10°
Média 1,22 x 10° 2,14 x 10°

APENDICE F — Contagem das UFC.mL™* de Enterococcus faecalis dos grupos 9, 10,

11 e 12 antes e ap0s os tratamentos



Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 9 UFC.mL™ UFC.mL™
1 1,70 x 10° 6,30 x 10°

2 1,26 x 10° 1,57 x 10°

3 4,27 x 10° 4,22 x 10°
Média 6,19 x 10° 2,14 x 10°
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 10 UFC.mL™ UFC.mL™
1 7,10 x 10° 1,17 x 10°

2 6,56 x 10° 1,00 x 10°

3 7,60 x 10° 2,40 x 10*
Média 7,08 x 10° 4,70 x 10*
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 11 UFC.mL™ UFC.mL™
1 1,23 x 10° 1,82 x 10°

2 1,34 x 10° 3,45 x 10°

3 1,31 x 10° 1,39 x 10°
Média 1,29 x 10° 2,22 x 10°
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 12 UFC.mL™ UFC.mL™
1 8,68 x 10° 8,30 x 10"
2 1,38 x 10° 3,52 x 10°
3 8,50 x 10° 1,27 x 10°
Média 10,32 x 10° 1,87 x 10°

93
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APENDICE G - Contagem das UFC.mL™ de Enterococcus faecalis dos grupos 13, 14,

antes e apdés os tratamentos

Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 13 UFC.mL™ UFC.mL™
1 6,60 x 10° 1,19 x 10°

2 1,25 x 10° 1,28 x 10°

3 7,30 x 10* 1,10 x 10°
Média 6,62 x 10° 8,60 x 10*
Amostras Tempo 1 Tempo 2
Grupo 13 UFC.mL™ UFC.mL™
1 3,30 x 10° 1,50 x 10*

2 6,74 x 10° 1,71 x 10°

3 7,42 x 10° 1,04 x 10°

Média 5,82 x 10° 9,60 x 10*
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Titulo do Projeto de Pesquisa

Avaliagdo in vitro da terapia fotodinamica contra Enterococcus faecalis na desinfecgdo de canais
radiculares.

Situacio Data Inicial no Data Final no CEP Data Inicial na |Data Final na
¢ CEP CONEP CONEP
03/11/2010 02/03/2011
Aprovado no CEP 11:35:18 16:23:29
Descricao Data Documento N2 do Doc Origem
3 - Protocolo Aprovado no CEP 02/03/2011 Folha de Rosto |306/2010 CEP
16:23:29
1 - Envio da Folha de Rosto pela 02/11/2010 Folha de Rosto |FR383282 Pesquisador

Internet 22:51:36

2 - Recebimento de Protocolo pelo |03/11/2010

Folha de R 202.0.180.000-10 |CEP
CEP (Check-List) 11:35:18 olha de Rosto 0202.0.180.000-10 |C
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ANEXO B - Declaragdo do Banco de Dentes

AoV .

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
BANCO DE DENTES HIUMANOS

DECLARAGAO AO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Banco de Dentes Hurnanos da FO-UFJF declara que fornecera
48 dertss, necessarics para o desenvc»lwmento do trabalho de pe;qunsa
intitulado: (4 PD :
a ser realizado gor g
orientada  pelo Prof.() Dr().
apis aprovacao ot 30 do projeto jpor esse Comlte.

Juiz de Fora, & Fde _INou )G e de2010.

£ >

L AANED
Responzédvel pelo Bam% de Dentes Humanos da FO-UFJF




