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Introducgao: na busca de uma terapia capaz de atuar em bactérias resistentes
ao tratamento endoddntico convencional, a Terapia Fotodinamica é o processo
em que uma radiagado emitida a partir de um laser de baixa intensidade atua
sobre um corante aplicado no organismo alvo, resultando em um efeito letal da
célula, incluindo a bacteriana. Objetivo: o objetivo deste trabalho foi aplicar a
Terapia Fotodinamica in vitro e avaliar a redugao das col6nias de Enterococcus
faecalis em canais de dentes humanos extraidos. Material e métodos:
devidamente acessados e instrumentados, quarenta e seis dentes
unirradiculares tiveram seus canais contaminados com Entereccocus faecalis
em meio BHI e incubados por 48 horas a 35°C. Passado esse periodo, os
dentes foram divididos aleatoriamente em dois grupos iguais, sendo um,
grupo controle (GC), e outro, grupo teste (GT). Os vinte e trés dentes do GC
nao receberam nenhum tipo de intervencdo, enquanto os demais do GT
receberam uma solugdo de azul de toluidina 0,0125% por 5 minutos, e, na
sequéncia, foram irradiados com um laser de diodo (AsGaAl), poténcia de 50
mW e comprimento de onda de 660 nm. Foram realizadas duas coletas do
material, para semeadura e cultura de bactérias, sendo uma antes e outra apos
o procedimento. Foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de
Colbnias. Resultados: no GT houve uma reducao de 99,9% na contagem de
UFC enquanto o GC houve um incremento de 2,6% na contagem de UFC.
Conclusao: a Terapia FotodinAmica mostrou-se viavel como agente

bactericida no modelo de dente contaminado com Enterococcus faecalis.

Palavras-chave: Endodontia, Fotoquimioterapia, Enterococcus faecalis,

Cavidade da polpa dentaria, Terapia a laser de baixa intensidade.
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Introduction: in search of a therapy capable of acting on bacteria resistant to
the conventional endodontic treatment, the photodynamic therapy is a process
in which radiation emitted by a low-intensity laser acts on a dye applied to the
target organism, resulting in a lethal effect for the cell, including the bacteria.
Objectives: the aim of this study was to apply the Photodynamic Therapy in
vitro and evaluate the decrease in number of colonies of Enterococcus faecalis
in canals of extracted human teeth. Methods: forty-six uniradicular teeth,
adequately accessed and instrumented, have had their canals contaminated
with bacteria in BHI medium and had been incubated for 48 hr at 35°C. After
that, the teeth had been randomly divided in two similar groups, a control (CG)
and a test (TG) group. The 24 teeth from the CG did not undergo any type of
intervention, whereas the TG teeth received a 0.0125% toluidine blue solution
for 5 minutes and were subsequently irradiated with a 50-mW diode laser
(AsGaAl) with at a wavelength of 660 nm. Material was collected twice, before
and after the procedure, when the Colony Forming Units were counted.
Results: the mean decrease in colony forming units was 99,9% in test group
while in control group was observed an increase of 2,6%. Conclusion:
photodynamic therapy was effective as bactericidal agent in Enteroccocus

faecalis contamined root canals.

Key words: Endodontics, Photochemical Therapy, Enterococcus faecalis,

Dental Pulp Cavity, Laser Therapy, Low-Level.



1.Introducao



A terapia endodéntica tem aumentado significativamente seu éxito com o
avancgo de técnicas e emprego de novas tecnologias. As constatagdes clinicas
aliadas ao conhecimento da literatura esclarecem que o insucesso pode ser
justificado por falhas no processo de limpeza e desinfec¢do, o que ira perpetuar
a permanéncia de microorganismos no sistema de canais radiculares, na
massa dentinaria e, algumas vezes, na face externa do apice radicular,

impedindo a cura. (Cheung 1996, Siqueira Jr. 2001).

Até que a camara anaerdbia passasse a ser utilizada nos anos 70,
acreditava-se que o0s microorganismos aerébios e facultativos fossem
predominantes em canais radiculares infectados (Leonardo e Leal 1998). Hoje
as bactérias anaerdbias séo isoladas em 60 a 90% dos casos de canais
sintomaticos sendo que as mesmas invadem o sistema quando ha
comprometimento, no suprimento sanguineo ou quando ja ocorreu uma
infeccdo por bactérias aerdbias, gerando um meio com baixo potencial de

oxigénio. (Albugquerque et al. 1999)

A terapia endodoéntica visa a descontaminagédo dos canais radiculares, a
qual pode ser dificultada pelo alojamento dos microorganismos em canais
acessorios, reentrancias, istmos, deltas apicais e tubulos dentinarios, regides
que, de certo modo, os protegem da remogao mecanica e das substancias
usadas no preparo quimico-cirurgico.

Uma das bactérias mais comumente associadas aos insucessos

endodénticos € o Enterococcus faecalis (Sundqvist et al. 1998), por vezes

resistente a terapia convencional e capaz de sobreviver sem nutrientes durante
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longos periodos de tempo. Soma-se a isso a possibilidade deste
microorganismo infectar a dentina em profundidade (Siqueira Jr et al. 1996)
estabelecendo uma necessidade de complementagédo do preparo quimico-
cirargico por drogas que aumentem a acgao antibacteriana e permitam um maior

contato entre o agente descontaminante e o meio.

A terapia fotodindmica, fundamentada na associacdo de drogas
fotossensibilizadoras e luz no espectro visivel ou infravermelho tem despertado
o interesse de muitos estudiosos. Inicialmente descrita para promover agao
letal sobre células do céancer, recentemente tem sido empregada na
odontologia para promover efeitos letais sobre microorganismos (Ferreira

2003).

A radiagéo laser ativa um corante depositado no alvo e o sensibiliza de
duas formas distintas: por meio de sistema redox, promovendo, apos interagao
com o meio, uma resposta citotoxica que gera radicais livres e morte celular, ou
por meio da liberagdo de energia, transformando o oxigénio molecular em
oxigénio singleto, citotdxico para os microorganismos. (Gongalves 2005)

Pouco se conhece a respeito do comportamento da terapia fotodinamica
no interior dos canais radiculares, assim sendo, este trabalho avalia a agao, in
vitro, da luz laser associada a um corante fotossensivel sobre cepas de E.
faecalis no intuito da Terapia Fotodindmica se tornar coadjuvante ao tratamento

endoddntico na descontaminagao dos canais radiculares.



2. Objetivo



Objetivo- 5

O objetivo desse estudo foi avaliar in vitro, a eficiéncia bactericida da
Terapia Fotodindmica (laser AsGaAl associado ao corante azul de toluidina
0,0125%) aplicada em condutos de dentes humanos extraidos, contaminados

com Enterococcus faecalis.
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Em sua maior parte a terapia endoddntica esta relacionada com a
eliminagao e prevencao de infecgdo bacteriana da polpa e tecidos periapicais,
no entanto, em alguns casos essa terapia ndo € suficiente e microorganismos
podem sobreviver no interior dos canaliculos dentinarios. A permanéncia
desses microorganismos nao conduz necessariamente ao fracasso do
tratamento, mas certamente, sua eliminagao favorece o sucesso, visto que é
evidente sua participacdo no desenvolvimento e manutengao de infecgcdes no

canal radicular e na regido periapical (Estrela e Pécora 1997).

O primeiro relato sobre a presenca de bactérias no interior dos canais
radiculares foi descrito por Miller em 1894. Através de bacterioscopia do
esfregaco de material coletado de canais radiculares infectados, foi possivel
detectar os trés tipos morfologicos basicos de células bacterianas: cocos,
bacilos e espirilos. O autor, ndo satisfeito, deduziu que muitas bactérias nao
foram passiveis de cultivo devido as técnicas disponiveis na época, muito
limitantes (Miller apud Alves 2004).

Um grande problema relacionado com o aparecimento de infecgbes
bacterianas é a formagao do biofilme, primeiramente relatado por Zobell em
1943. Basicamente, o biofilme consiste de uma populacdo microbiana existente
dentro de uma matriz extracelular e, de um modo geral, essa populagdo é
formada de diversas espécies dependendo do meio em que esta aderida, pois
os metabdlitos de uma espécie podem servir de nutriente para outra. (Habash e
Reid 1999). O biofilme favorece as infecges recorrentes devido sua baixa

susceptibilidade aos antimicrobianos (Foley e Gilbert 1997).
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3.1. POLPA DENTAL E CONTAMINAGAO

A polpa dental € um tecido conjuntivo de origem mesodérmica, que
preenche o interior do canal radicular e € composta de células, fibras, vasos
sanguineos, substéncia fundamental, vasos linfaticos e nervos. A situagao
anatdmica de estar delimitada por todos os lados por paredes de dentina
permite que, em condigbes normais, seja mantida sua esterilidade. No entanto,
fatores fisicos, quimicos e até bioloégicos podem expor essa estrutura a

contaminagao microbiana (DeUzeda 2002).

As infec¢cdes endoddnticas podem ser classificadas de acordo com o
momento em que ocorrem. Logo apos a necrose pulpar é instalada uma
infeccdo primaria, porém, microorganismos resistentes a terapia endodéntica
ou que infectam o sistema de canais radiculares durante ou apds a endodontia,
geram as infecgdes persistentes e secundarias, respectivamente. Dentre cerca
de 500 espécies que colonizam a cavidade bucal, um grupo restrito de 15 a 30
prevalece nas infec¢cdes endodédnticas (Siqueira Jr. 2002)., sendo que a maioria
dessas infeccdes pode ser considerada mista e polimicrobiana, predominando

anaerobios estritos. (Albuquerque et al. 1999).

Somente na década de 60 foi estabelecida de fato a relagao causa-efeito
entre bactérias e as patologias pulpares. Um trabalho expressivo foi o de
Kakehashi et al. (1965), no qual os autores realizaram exposigdes cirurgicas
das polpas dentais de ratos estéreis (grupo teste) e de ratos com microbiota
oral saprofita (grupo controle). O primeiro grupo apresentou necrose pulpar

apos o oitavo dia, com processo inflamatério crbnico e formagao de lesao
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periapical, curiosamente, o segundo grupo nédo desenvolveu lesao periapical,
mas sim, uma tentativa de reparagcédo pulpar com formacédo de pontes de
osteodentina apds o 14° dia, demonstrando o potencial de reparacao pulpar na

auséncia de infecgao.

Shovelton (1964) estudou em 97 pacientes a presenca e distribuicdo de
microorganismos provenientes de processos cariosos ou traumaticos. Os
resultados apontaram maior percentual de infeccéo na regido cervical, quando
comparados com os tercos médio e apical da raiz.

Instalando-se a infeccdo, o tratamento endodontico devera ser
executado levando em consideragédo cuidados cirurgicos e quimicos que nao
podem ser dissociados, pois a substancia quimica sera um complemento a
fase mecanica da terapia, facilitando a acdo do instrumento e aprofundando a

limpeza para a intimidade dos canaliculos.

Muitas substancias foram desenvolvidas até entdo, no entanto, o
hipoclorito de sodio €, desde sua descoberta, a mais utilizada na Endodontia
atual, considerada excelente solvente organico e ainda promover a suspensao
de raspas de dentina e magma dentinario, para sua posterior remogéao.

(Baumgartner e Cuenin 1992 e Goldman et al. 1982) .

Ayhan et al. (1999) verificaram a atividade antimicrobiana das solugdes
de hipoclorito de sédio 0,5% e 5,25%, gluconato de clorexidina 2%, alcool 21%
e cresofeno sobre os microorganismos Staphylococcus aureus, Streptococcus
salivarius, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e

Candida albicans. As suspensdes de microrganismos foram ajustadas
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previamente a escala 0,5 de MacFarland e inoculadas em placas com meio de
cultura. Discos de papel filtro foram embebidos de 15uL de cada solugado e
colocados posteriormente sobre as placas inoculadas. Apds o periodo de
incubacao (24 horas a 37°C), os halos inibitérios de crescimento bacteriano
foram mensurados. A solucdo de hipoclorito de sédio 5,25%, foi efetiva contra
todos os microrganismos indicadores, enquanto que o hipoclorito de sdédio
0,5% apresentou menor eficacia. O alcool apresentou halos inibitdrios menores
que o evidenciado pela clorexidina, mas, sem significancia estatistica. O
cresofeno foi a substancia que apresentou os maiores halos de inibigdo, porém,
trata-se de um produto citotoxico e portanto, improprio para irrigagdo em

endodontia.

O estudo de Silva e Antoniazzi (1999) mostrou que o uso associado do
EDTA com o ultimo instrumento do preparo quimico-cirurgico proporciona uma
melhor limpeza dos canais radiculares independentemente da curvatura das
raizes. O hipoclorito de sédio 0,5% e soro fisiolégico ndo conseguiram remover
0 magma depositado nas mesmas, principalmente quando raizes curvas.

Vahdaty et al. (1993) testaram a eficiéncia de substancias irrigantes
utilizadas na desinfecgdo de canais radiculares bovinos. Grupos de 06 canais
foram irrigados com 20 mL de cada solugédo durante 2 minutos: clorexidina a
0,2% e 2%, hipoclorito de sddio a 0,2% e 2% e soro fisiolégico. A dentina dos
canais foi removida em diferentes profundidades: 100, 300 e 500pum. Ambas
concentragbes de clorexidina e hipoclorito de sédio se mostraram igualmente

efetivas na camada mais superficial, porém 50% das amostras ainda
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apresentava algum grau de contaminagdo. As camadas mais profundas nao

foram descontaminadas por nenhum dos agentes.

Komorowski et al. (2000) realizaram estudo em dentes bovinos, os quais
foram contaminados com E. faecalis e aplicaram hipoclorito de sédio 5,25% no
interior dos canais durante um tempo de 5 e 15 minutos. Foi concluido que a
solugédo nao conseguiu penetrar em profundidade nos canaliculos, impedindo o

alcance a essas bactérias.

Sjogren et al. (1990) avaliaram 356 pacientes entre 8 e 10 anos apos a
intervencao endodéntica, sendo que, em dentes que nao apresentavam
radioluscéncia inicial, o sucesso alcancou 96%, contra 86% para os casos de

polpa necrosada ou que apresentavam radioluscéncia apical.

Siqueira Jr. et al. (1998) estudaram o efeito antibacteriano de irrigantes
endodénticos sobre bactérias anaerébias Gram-negativas e bactérias
facultativas, e relataram que o hipoclorito de sddio 4% mostrou ser o mais
eficaz. Solugbes de clorexidina (0,2% e 2%) também inibiram todas as

bactérias, porém, em menor grau.

Siqueira Jr. et al. (2000) analisaram in vitro o efeito antimicrobiano de
solugdes de hipoclorito de sédio 1%, 2,5% e 5,25% sobre cepas de E. faecalis.
Foram selecionados 40 dentes humanos unirradiculares extraidos, os quais
tiveram o forame apical selado com resina epoéxica para reduzir a possibilidade
de contaminagao da superficie radicular externa. O comprimento de trabalho de
cada canal radicular situou-se 1 mm aquém do forame apical. Os canais

radiculares instrumentados foram inoculados com uma suspensdo de E.
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faecalis e, posteriormente, irrigados com as solugdes teste. Amostras de todos
os canais foram colhidas antes e apds a preparagao. Na sequéncia, procedeu-
se & diluicdo seriada e plaqueamento das amostras em Agar Mitis salivarius,
bem como a contagem das UFC (Unidades Formadoras de Colbnia). Os
resultados mostraram que todas as solugbes testadas reduziram

significativamente o niumero de células bacterianas no canal radicular.

Fabricius et al. (1982) inocularam algumas cepas bacterianas em canais
radiculares de macacos e apds seis meses foi possivel observar a grande
capacidade do Enterococcus faecalis de sobreviver como microorganismo

unico, sem relacdo cooperativa com outras bactérias.

Molander et al. (1998) examinaram dentes com les@o periapical os quais
foram submetidos ao tratamento endoddntico. A maioria dos dentes abrigava
uma ou duas espécies bacterianas, com predominancia das anaerdbias
facultativas (69%). O género Enterococcus foi o mais encontrado apresentando
crescimento intenso em 25 dos 32 casos (78%). Os autores afirmam que
geralmente as bactérias anaerobias facultativas s&o mais resistentes a
atividade antimicrobiana do que as anaerdébias estritas, podendo persistir mais
frequentemente nos canais radiculares apods terapia endodéntica. Esses
microorganismos podem permanecer em fase latente, com baixa atividade
metabdlica até que seu crescimento seja ativado por mudanga das condigdes

ambientais como, por exemplo, uma infiltracio coronaria.

Bamman e Estrela (1999) relataram que espécies do género
Enterococcus possuem resisténcia inerente aos agentes antimicrobianos, além

de serem favorecidas pelas condicdes dos canais radiculares, podendo-se
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estabelecer um processo infeccioso de dificil tratamento. Isso se deve a
estrutura mais espessa da parede celular das bactérias Gram-positivas. Sao
representantes desse género, em especial o Enterococcus faecalis, que

possuem relagao a casos de insucesso do tratamento endodéntico.

Hancock et al. (2001) estudaram a microbiota presente em 54 dentes
tratados endodonticamente e que apresentavam lesdes periapicais
persistentes. Houve crescimento bacteriano em 34 casos, sendo que a
microbiota era composta predominantemente por uma ou duas espécies de
microorganismos Gram-positivos (80,4%). Os géneros mais isolados foram
Enterococcus, Peptostreptococcus, Actinomyces e Streptococcus. A Candida
albicans foi isolada em 1 caso e o E. faecalis foi a mais isolada em 30% dos

dentes infectados.

Figdor et al. (2003) demonstraram in vitro a capacidade do Enterococcus
faecalis de suportar periodos prolongados de auséncia de nutrientes. Os
autores demonstraram a sobrevivéncia de um pequeno remanescente da
populagao de E. faecalis em agua durante 04 meses e em meios com limitagcéo
de nutrientes por mais de 04 meses. Apos adicdo de substrato, essas bactérias

foram capazes de retornar ao seu crescimento normal.

Peciuliene et al. (2000) investigaram a ocorréncia de Enterococcus
faecalis em 25 dentes tratados endodonticamente, assintomaticos, no entanto,
com radioluscéncia periapical. Microorganismos foram detectados em 20
dentes sendo que o E.faecalis estava presente em 70% das culturas positivas,

Como unico ou principal componente da microbiota.
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Gomes et al. (2004) realizaram um estudo microbiolégico em 60 canais
radiculares tratados endodonticamente que ainda apresentavam lesao
periapical. Associaram os casos de insucesso endoddntico a bactérias dos
géneros Enterococcus, Streptococcus, Peptostreptococcus e Fusobacterium.
Enterococcus  (Gram-positivos  anaerdébios  facultativos) foram  os

microorganismos mais isolados.

Siqueira Jr. e Ro6gas (2004) realizaram um estudo com amostras
colhidas em 22 dentes indicados para retratamento endoddntico sendo que
todos apresentavam radioluscéncia periapical. A espécie mais encontrada foi o
Enterococcus faecalis, em 77% dos casos. Os autores afirmam que, para um
microorganismo colonizar canais com tratamento endodéntico prévio, ele deve
resistir aos procedimentos antimicrobianos do tratamento inicial, e ainda

suportar periodos de privagdes nutricionais no canal obturado.

Love (2001) demonstrou a capacidade do Enterococcus faecalis de
invadir os tubulos dentinarios, obtendo protecdo contra o preparo quimico-

cirurgico.

Orstavik e Haapasalo (1990) analisaram o grau de contaminagao dos
canaliculos dentinarios em amostras de dentina. As bactérias contaminantes
eram E. faecalis, S. sanguis, E. coli e P. aeruginosa, sendo que, em dois dias o
E. faecalis ja havia infectado todo o comprimento dos canaliculos dentinarios
enquanto que o P. aeruginosa raramente foi evidenciado, mesmo apés 4

semanas. O S. sanguis precisou de até duas semanas para a total infeccao e a
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E. coli s6 penetrou apés um prolongamento da incubagdo. Retirando-se os
nutrientes, o E. faecalis resistiu por mais 10 dias enquanto que as outras

bactérias morreram entre quatro e quarenta e oito horas.

De acordo com o trabalho de Marques (2004), a curva de crescimento
do E. faecalis em amostras clinicas se da ao longo de 36 horas, sendo que, no
intervalo de 4 a 12 horas observa-se um crescimento exponencial das coldnias,
no intervalo de 12 a 24 horas, os valores praticamente n&o se alteram,

indicando a fase estacionaria, e, em 36 horas inicia-se um declinio da curva.

Pinheiro et al. (2003), isolaram 108 cepas de 60 canais radiculares
indicados ao retratamento endodéntico. Enterococcus faecalis foi a espécie
bacteriana mais frequentemente isolada, presente em 27 (52,9%) dos 51
canais que apresentaram crescimento bacteriano, sendo que em 18 eram
culturas puras. Na sequéncia, 21 cepas de E. faecalis foram testadas quanto
sua sensibilidade antimicrobiana Todas as cepas foram sensiveis a
benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + acido clavulanico. A vancomicina e
moxifloxacino também sensibilizaram todas as cepas, no entanto, 08 ainda
resistiram a azitromicina, sendo que duas dessas também foram resistentes a
eritromicina. Trés cepas foram resistentes a tetraciclina e doxicilina e 1 amostra
foi resistente a varios antibidticos: eritromicina, azitromicina, tetraciclina

doxicilina e cloranfenicol.

3.2. COMPONENTES DA TERAPIA FOTODINAMICA

3.2.1. LUZ



Revisao-de Literatura 16

Os estudos iniciais de Terapia Fotodinamica utilizaram Iluz
incandescente como fonte luminosa, no entanto, o fato dessas lampadas
gerarem calor, ndo possuirem monocromaticidade e por serem difusas,
limitavam os resultados. Com o desenvolvimento do laser de Rubi por
Theodore Maiman, em 1960, foi disponibilizada uma nova opgao
terapéutica para a area médica (Wigdor et al. 1995).

A luz laser permite concentrar uma grande densidade de energia
(fluéncia) no local irradiado e produz luz com comprimento de onda
especifico, melhorando os resultados. (Lima 2004)

O laser de Hélio-Nebnio (He-Ne) com comprimento de onda de
632,8nm foi muito utilizado nas décadas de 70 e 80, mas tinha o
inconveniente de ser um aparelho de grande porte e o fato de seu meio
ativo estar contido por ampolas de vidro, com risco de se romperem
(Almeida-Lopes 1999).

Com a tecnologia, os lasers de diodo foram desenvolvidos em
aparelhos pequenos, de facil transporte e manuseio, com baixa
freqUéncia de manutengéo, além do custo reduzido.

Atualmente os lasers nao cirurgicos mais utilizados s&o os de
diodo, com poténcia média de 30 a 100mW, modo de emissao continuo
ou pulsatil, e comprimentos de onda entre 630 e 904nm. Suas principais
aplicacdes estdo baseadas na quantidade de luz absorvida, e ndo na
promogéao de efeitos térmicos, como os lasers de alta poténcia. (Garcez

et al. 2003)
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A laserterapia consiste em promover eventos fotoquimicos e
fotofisicos nas mitocondrias (laser vermelho) e nas membranas
citoplasmaticas (laser infravermelho). Algumas moléculas celulares
fotorreceptoras sao sensiveis a determinados comprimentos de onda,
permitindo-as absorver fotons e desencadear reacdes metabdlicas. Karu
(1989)

Os lasers vermelho e infravermelho possuem fétons de baixa
energia que n&o ionizam, causam somente excitacdo e pouco calor,
diferentemente dos raios X e UVB, que estdo no espectro abaixo do
ultravioleta, e possuem fétons de alta energia capazes de ionizar
atomos, e favorecer mutagdes (Tuner e Hode, 1996)

A absorcao seletiva do laser pelo tecido é determinada pelo seu
comprimento de onda, portanto, para cada comprimento de teremos uma
interacéo diferente entre o tecido e luz.(Almeida-Lopes 1999).

O laser de alta intensidade pode ser aplicado na desinfeccédo de
canais radiculares, no entanto, Wilson et al. (1996) lhe atribui algumas
desvantagens como: geracdo de calor, produgdo de gases tdxicos
prejudiciais ao operador e destruicdo de tecidos vizinhos. No entanto, o
laser de baixa intensidade s6 consegue agao bactericida se associado a

um corante fotossensivel (Wilson 1994).

Sa&o poucos os registros sobre o efeito letal dos lasers em baixa
intensidade sobre microorganismos quando empregado isoladamente
(Konig et al. 2000). Contudo, muitos estudos tém atestado o efeito

destes lasers sobre a viabilidade microbiana quando os mesmos sao
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associados a drogas fotossensibilizadoras (Bhatti et al. 2002, Ferreira

2003).

De acordo com Genovese (2000), o laser de baixa intensidade
na Endodontia tem aplicagbes na hipersensibilidade dentinaria,
favorecendo a liberagao de beta endorfinas na polpa dental; na pulpite,
com funcao antiinflamatdria sobre os restos vitais da polpa; e na necrose
pulpar, obtendo-se alivio da dor, reducdo da reacdo inflamatdria
periapical com paralizacdo da colegdo purulenta, reducdo da
sensibilidade a percussado e bioestimulacdo das células da regido

periapical.

3.2.2. FOTOSSENSIBILIZADORES (FS)

A habilidade de um componente em absorver luz incidente nao
significa necessariamente que ele possa atuar como um
fotossensibilizador. Para  produzir efeito  antimicrobiano, os
fotossensibilizadores devem apresentar picos de absor¢cdo préximos ao
comprimento de onda da luz utilizada e ndo devem apresentar toxicidade
ao hospedeiro (Wilson et al. 1992).

Os principais corantes encontrados na literatura sdo os derivados
da hematoporfirina, as fenotiazinas (azul de toluidina e azul de metileno),
as cianinas (indocianina verde), os fitoterapicos (azuleno) e as

ftalocianinas. (Garcez et al. 2003)
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O azul de toluidina 1%, vem sendo usado na Estomatologia ha
mais de trés décadas para evidenciagao clinica de neoplasias malignas
epiteliais. E um corante monocromatico da familia das tiasinas que
apresenta grande afinidade pelo DNA dos nucleos celulares e pelo RNA
citoplasmaticos.

Na década de 90, alguns estudos demonstraram que muitas
bactérias da cavidade oral, incluindo as periodontopatogénicas, sao
susceptiveis ao azul de toluidina usado como agente fotossensibilizador

da TFD (Wilson e Dobson 1992, Ferreira 2003).

3.2.3. OXIGENIO

A presencga de oxigénio no local a ser tratado € fundamental para
que a Terapia Fotodindmica ocorra, ja que os radicais téxicos sao

formados a partir dele (Tomé 2002).

Foi nos anos setenta, quando cientistas passaram a pesquisar
fontes endogenas e exdégenas de radicais livres e seus alvos celulares
preferenciais, que o oxigénio, conhecido até entdo como provedor de
vida, teve desvendado seu papel na degeneracado celular (Bechara

2002).

A acgao fotodindmica € uma das reagdes que o oxigénio pode
estabelecer com substancias organicas ou inorgénicas e acontece por
absorcao da energia eletrénica proveniente do fotossensibilizador. Isso o
leva a um estado singlete, diamagnético, muito reativo e capaz de oxidar

biomoléculas. As mitocondrias parecem ser 0s principais sitios celulares
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de formagao de oxi-radicais, pois 0 oxigénio que escapa da redugao a
agua na via respiratoria (2-3%) se transforma em radicais livres, reagindo
contra as proprias mitocdndrias e outras organelas, injuriando-as
quimicamente. Outro sitio de formacéao € o reticulo endoplasmatico, onde
o citocromo P-450 produz radicais derivados do oxigénio e os utiliza na
detoxificacao de drogas, uma atividade favoravel dos oxi-radicais,
embora eles ndo tenham especificidade para discriminar as estruturas

celulares (Bechara 2002).

3.3. TERAPIA FOTODINAMICA APLICADA NA REDUCAO BACTERIANA

O primeiro a relatar morte de células pela interacdo da luz foi Oscar
Raab em 1900, um estudante de medicina que trabalhava com Professor
Hermano Von Tappeiner em Munich. Pesquisando os efeitos do corante
acridina em paramécios de malaria, percebeu, em um dos experimentos, a
diminuicdo drastica desses microorganismos. Seguira o mesmo protocolo de
experimentos anteriores, no entanto, o resultado surpreendera; o que lhe
chamou a atencao foi lembrar que no momento dessa experiéncia, chovia
muito e ocorreu um raio muito luminoso. Associando os acontecimentos, Raab
descobre entao a propriedade optica da fluorescéncia e conclui que néo era a
luz, mas alguns produtos da fluorescéncia que induziam a toxicidade in vitro
(Daniel e Hill 1991).

Von Tappeiner usou a pesquisa de Raab e, junto com o dermatologista
Jesionek, publicou dados clinicos usando eosina como fotossensibilizador no
tratamento do cancer de pele. Em 1904, Von Tappeiner e Jodlbauer

descreveram que a presenga do oxigénio era um requisito para a
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fotossensibilizagdo. Embora os resultados tenham sido positivos, esse trabalho
nao teve continuidade. Meyer-Betz, em 1913, verificou os efeitos da
hiperfotossensibilidade da pele apds a auto administracdo de hematoporfirina,
0 pesquisador teve edema severo e hiperpigmentacao cutanea, persistindo por
dois meses (Daniel e Hill 1991).

Dougherty et al. (1975) publicaram uma série de trabalhos realizados em
ratos e foi a partir dai que a TFD passou a ser reconhecida como uma

alternativa para o tratamento de cancer.

Esse tipo de tratamento induz a morte celular programada (apoptose) no
tecido tumoral, no entanto, esse mecanismo ainda nao esta bem esclarecido.
Muitos fotossensibilizadores possuem a mitocdndria como alvo principal
através da liberagdo de citocromo c (fator de indugado de apoptose) e certas

pro-caspases. (Ribeiro et al. 2004).

As espécies reativas (oxigénio singlete e anion-radical superoéxido)
geradas a partir da interagcido entre o estado excitado do corante e o oxigénio, e
as resultantes dos processos secundarios (radicais livres e outras espécies
carregadas), iniciam uma cadeia de reagdes bioquimicas, danificando a célula
tumoral em diferentes proporcdes. Os sitios ricos em elétrons, presentes nas
células-alvo, tendem a ser os mais facilmente modificados, como, por exemplo,
a guanina, cadeias laterais de aminoacidos contendo estruturas aromaticas e
enxofre, ligacdes duplas de esterdides e lipideos insaturados. Isso resulta em

danos a parede celular, mitocondria, e lisosomos, comprometendo a

integridade celular. Nenhum efeito mutagénico sobre as células sadias foi
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reportado até o momento, permitindo a repeticdo do tratamento em caso de
recorréncia ou mesmo de lesdes estendidas. (Machado 2000)

Como a maioria das espécies bacterianas ndo apresenta componentes
fotossensiveis, a utilizacdo de um composto que atraia para si a luz e inicie a
formacao de radicais livres & fundamental (Wilson et al. 1992). Assim, células
desprovidas de componentes fotossensiveis enddgenos podem reverter o
quadro tornando-se sensiveis a luz quando coradas com substancias como o

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

Haas et al. (1997) realizaram um estudo in vitro para avaliar a
efetividade da Terapia Fotodindmica na eliminagdo de bactérias da superficie
de discos de titanio com superficie polida. Estes discos foram contaminados
com as Porfiromonas gingivalis, Prevotela intermedia, Actinobacilos
actinomycetemcomitans, e divididos em quatro grupos experimentais. Grupo 1
recebeu azul de toluidina na concentragdo de 100 ug/mL e, apdés 1 minuto foi
irradiado com o laser diodo de 905 nm de comprimento de onda operando no
modo pulsado, com poténcia de 7,3 mW por um periodo de 60 segundos. O
grupo 2 nao recebeu nenhum tipo de tratamento. J& o grupo 3 recebeu
irrigacdo somente com soro fisioldgico por 1 minuto e subsequente aplicagcado
do laser com os mesmos parametros do grupo 1, e finalmente o grupo 4, que
recebeu somente azul de toluidina. Imediatamente apds os tratamentos foram
coletadas amostras e realizados exames de cultura. O grupo 1 foi o Unico a
apresentar culturas negativas indicando a provavel eficacia dessa aplicagédo em
casos de periimplantite. Nas superficies tratadas apenas com azul de toluidina

ou laser, os autores ndo observaram diminui¢do nas culturas bacterianas.
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Silbert et al. (2000) testaram a Terapia Fotodindmica quanto a sua
capacidade de reduzir a contaminacdo bacteriana em canais radiculares.
Instrumentadas e autoclavadas, raizes de dentes humanos foram divididas em
dois grupos, onde o primeiro foi inoculado com uma suspensdao de
Streptococcus mutans e o segundo, com uma suspensdo de Enterococcus
faecalis. Conjugou-se o corante azul de metileno com uma fonte de laser de
diodo de Fosfeto de indio Galio Aluminio (IGaAIP) de 670nm de comprimento
de onda por periodos de 30 a 240 segundos. Concluiu-se que a TFD pode ser
um efetivo método de reducao bacteriana intracanal, porém parametros devem

ser ajustados para se obter uma eliminagao mais eficaz do E. faecalis.

Ferreira (2003), com objetivo de avaliar a agao letal promovida por um
laser diodo semicondutor, por fotossensibilizadores e pela associacdo de
ambos, utilizou culturas de Actinomyces naeslundii, Prevotella denticola,
Eubacterium sp, bastonetes Gram-negativos e Streptococcus sanguis para
esse experimento. As mesmas foram coradas com solucido de azul de toluidina
e azul de metileno na concentragdo de 50 ug/mL (0,5%), sendo que um grupo
sofreu irradiacdo do laser por 60 segundos e outro grupo por 120 segundos,
nos quais foram depositados uma densidade de energia de 150 J/cm? e 300
Jicm?, respectivamente. Dois outros grupos receberam corante e laser
isolados. Na sequéncia, fracbes de 100 uL foram coletadas e mantidas em
cultura de anaerobiose. A contagem das coldnias possibilitou concluir que o
uso isolado do laser de baixa intensidade ou de drogas fotossensibilizadoras,
ndo promove alteragdes significativas na viabilidade de microorganismos

bucais, no entanto, diferengas estatisticamente significantes foram evidentes
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quando associados os dois componentes, com maiores redug¢des nas amostras

coradas com azul de toluidina, ndo importando o tempo de exposi¢ao ao laser.

Com o objetivo de avaliar a eficacia do azul de metileno e do azul de
toluidina na fotossensibilizagao letal de microorganismos patogénicos, Teichert
et al. (2002) utilizaram estes corantes em diversas concentragcdes associados a
um laser de Argénio (A=630 nm) e um laser diodo (A=664 nm) com fluéncia de
energia variando entre 10 e 60 J/cm? e intensidade de poténcia variando de
50 a 100 mW/cm?. As concentragdes dos corantes foram: 10, 20, 30 40, 50,
100, 150 e 200 pM e foram aplicadas em Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus influenzae,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados obtidos pelos
autores indicaram que todos os microorganismos foram eliminados em algum
grau quando expostos ao laser na presenga dos corantes. No entanto, a
fotossensibilizagdo dependeu do corante utilizado, sua concentragao, fluéncia e

intensidade de poténcia, bem como da espécie bacteriana envolvida.

Garcez (2002) avaliou o potencial de reducdo bacteriana intracanal de
canais contaminados com E. faecalis. Foram usados 20 dentes extraidos
divididos em dois grupos comparativos de hipoclorito de sédio 0,5% e de uma
pasta composta de azuleno 25% e Endo-PTC. O segundo grupo foi irradiado
por laser diodo com comprimento de onda de 685nm durante 5 minutos. A

reducéo bacteriana foi de 100% no grupo laser.

Kémerik et al. (2002) avaliaram o efeito do laser diodo e do azul de
toluidina em varias concentragdes na mucosa de ratos e o poder de penetragao

do corante nesse tecido. As concentragbes foram 25, 50 e 200 pg/mL. A
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mucosa recebeu 25 uL do corante e posterior aplicagao do laser com uma fibra
otica de 6 mm de didametro; o lado oposto da mucosa foi tido como controle
negativo. Os grupos experimentais se dividiram em: corante 25 pug/mL (0,25%)
e laser durante 5 minutos com energia de 110 J/cm?; e corante 50 ug/mL
(0,5%), laser durante 8 minutos com energia de 170 J/cm? e corante 200 pug/mL
(2%) e laser isoladamente durante 16 minutos com energia de 340 J/cm?. Os
autores também avaliaram o efeito dos corantes aplicados isoladamente. Na
analise histoldgica, nao foi observado em nenhum grupo alteragdes nas fibras
musculares, tecido conjuntivo e epitélio. Nao ocorreram alteragdes nos vasos
sanguineos, necrose tecidual e ndo havia processo inflamatério presente. Na
avaliagao da distribuicdo do corante 200 ug/mL por 10 minutos presente no
tecido epitelial e no tecido conjuntivo, os niveis se apresentaram baixos e
compativeis com os indices do lado controle. Notou-se que o tempo de
aplicacao do laser influenciou a penetracdo do corante no tecido, a mesma
sendo, portanto, dose dependente. Em camadas mais profundas os autores
nao encontraram evidéncias do corante e permitiu confirmar que a aplicagao
dessa terapia seria para o tratamento de infecgdes superficiais. Os autores
concluem o estudo afirmando que é seguro o uso tépico do azul de toluidina
associado ao laser na cavidade oral para o tratamento de infecgdes topicas

localizadas.

Matevski et al. (2003) realizaram um estudo para avaliar se a presenca
do fluido gengival, sangue, saliva dentre outros poderiam influenciar na Terapia
Fotodinamica. A fotossensibilizacao letal foi analisada in vitro sobre cultura de
bactérias periodontopatogénicas, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides

forsythus, Fusobacteriun nucleatum, Prevotela intermédia, Actinobacillus
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actinomycetemcomitans associadas ao sangue ou ao soro fisiolégico para
simular o fluido gengival. As fontes de luz utilizadas foram o laser de He-Ne (A=
635 nm) e a l|lampada de xenbnio com filtro vermelho, a droga
fotossensibilizadora foi 0 azul de toluidina nas concentragdes de 12,5 umg/mL
e 50 ymg/mL. Os autores puderam observar reducao das bactérias em todas
as aplicagdes, exceto Bacteroides forsythus, que apresentou crescimento
quando utilizada a fonte de xendnio. Foi possivel concluir que a Terapia
Fotodindmica pode ser afetada negativamente na presenga de sangue e fluido
gengival, pois estes podem refletir ou absorver a luz, atuando, desta forma,

como uma barreira protetora as bactérias.

3.3.1. MECANISMO DE ACAO

A técnica de Terapia Fotodindmica necessita de trés ingredientes
essenciais: um fotossensibilizador FS (molécula opticamente ativa), luz
em frequéncia apropriada, substrato (oxigénio molecular).

O corante que absorve a luz inicia uma série de reagdes quimicas
que levam a producgao direta ou indireta do oxigénio singlete, além de
outras moléculas altamente reativas. Esse fendbmeno ocorre quando o
elétron excitado do fotossensibilizador altera seu estado de spin,
levando-o de seu estado fundamental tripleto (T) para o estado singleto
excitado (S). Atingido esse estado, a energia absorvida € transferida
para outra molécula do meio e o fotossensibilizador retorna ao seu
estado fundamental, livre para novo ciclo de absor¢ao de luz. (Waidelich

et al. 2003)
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O caminho para essa “passagem” de energia do fotossensibilizador para
o substrato pode ser percorrido através de duas reacgoes, tipo | e tipo Il
Em geral, a reacao tipo | ocorre quando a concentragao de oxigénio do
meio € baixa, o que permite que a energia seja transferida para
moléculas facilmente oxidaveis (aminas, fendis, etc.) ou reduziveis
(quinonas). Essa interagcédo levara a formagao de radicais livres, como
hidroxila (-OH) e peréxido (-H20,), altamente reativos. (Freitas e
Baronzio 1991).

Na reacgdo tipo Il a transferéncia da energia € direta para o
oxigénio, gerando o oxigénio singlete, altamente reativo, (Roberts e
Cairnduff 1995).

Acidos nucléicos, enzimas, membranas celulares, mitocdndrias,
lisossomos e nucleos, além de proteinas estruturais, sdo os maiores
alvos biolégicos dos radicais livres e do oxigénio singlete ('O.) gerados.
Deste modo, o proprio fotossensibilizador pode ser destruido. (Ochsner
1997).

A concentragao do fotossensibilizador pode variar de acordo com
a profundidade do tecido, isso devido o processo de autodestruigcao
causado pela geracdo de oxigénio singleto. Quanto mais eficaz o
fotossensibilizador empregado, maior a variagdo de sua concentragao
em relagao a profundidade. (Stepp 2003)

Chan e Lai (2003) expuseram culturas de patdégenos periodontais
a radiagao de dois laseres de baixa intensidade: laser de He-Ne (632nm)
com 30 mW de poténcia e dois lasers de diodo (A= 665nm e A= 830nm)

ambos com 100mW, com ou sem aplicagdo de azul de metileno. Os
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melhores resultados foram atribuidos ao laser de diodo, A= 665nm,
aplicado durante 60 segundos, o0 que gera densidade de energia de 21,2
Jicm?, na presenca do fotossensibilizador. Actinomyces
actinomycetencomitans e Bacterium fusonucleatum foram eliminadas em
95%, e Porphiromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Streptococcus
sanguis foram eliminadas entre 99 e 100%.

Silbert et al. (2000) em um estudo in vitro com Enterococcus
faecalis e Streptococcus mutans intra canal, obtiveram redugédo de 100%
para o S. mutans e de 40% para E. faecalis utilizando o corante azul de

metileno 0,01% e laser de He-Ne por 4 minutos.



4. Material e Método
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4.1. Material

Quarenta e seis dentes humanos unirradiculares extraidos com
comprimento meédio de 21mm foram recolhidos mediante termo de doagéo
assinado por pacientes de clinica privada. O motivo das extracdes foi por
doencga periodontal avangada, e foram usados dentes anteriores com alto grau
de integridade, sem tratamento endodéntico prévio. A escolha de dentes
naturais foi importante no que diz respeito a permeabilidade dos canaliculos
dentinarios, que pode ser muito favoravel para a manutencdo da viabilidade

bacteriana.

Os mesmos foram descontaminados com solucéo de hipoclorito de sédio
0,5% (Inodon®) e peroxido de hidrogénio 10 vol. (Niasi), antes da realizagao
das cirurgias de acesso com broca esférica diamantada n° 2 ou n° 3 (Microdent
Materiais Odontolégicos). Os canais foram explorados com lima Kerr calibre 10
(Dentsply-Maillefer®, EUA) e o comprimento real de trabalho (CRT) foi
estabelecido subtraindo-se 1mm no momento em que se observasse a lima no
forame apical. Assim, estipulou-se o limite da instrumentagcdo a um milimetro

aquém do forame apical.

Os dentes foram instrumentados pela técnica cérvico-apical acorde
Machado (1993) até lima Kerr calibre 50. Durante todo o processo de
instrumentacdo, as limas foram intercaladas por irrigagdo de 3 mL de

hipoclorito de sodio 0,5% (Inodon).
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Concluido o preparo, todos os canais foram irrigados com um tubete de
EDTA 17% (solugéo de éacido etilenodiaminotetracético) seguido de 10mL de
hipoclorito de sodio 0,5% e secos com cones de papel absorvente estéril
calibre 50. As raizes foram envolvidas por resina acrilica termoativada a fim de

protegé-las de contaminagao externa. (foto 1).

Um teste de esterilizagao foi realizado para que ndo houvesse duvidas
em relagdo ao método. Cinco dentes unirradiculares devidamente acessados e
instrumentados, foram submetidos a autoclavagem a 121°C durante 15 min.
(Autoclave Dabi Atlante®) envoltos em papel grau cirurgico (Baumer®). Na
sequUéncia seus canais receberam uma solugdo de BHI estéril, e, apos 24
horas, esse material foi coletado com cone de papel absorvente estéril
(Dentsply-Maillefer®, EUA) calibre 50 mantido durante 20 segundos dentro do
canal. Semeado em placa de Petri com Agar Bile Azida, ndo houve
crescimento de Unidades Formadoras de Col6nias, comprovando sua

esterilizagao.

Dando seguimento ao experimento, os quarenta e seis dentes foram
entdo autoclavados em embalagem de papel grau cirurgico, a 121°C durante
15 min. e divididos em 2 grupos iguais de 23 dentes cada, denominados Grupo
Controle (GC) e Grupo Teste (GT). Somente como forma de viabilizar a
pesquisa, os dentes foram estudados em 05 grupos de 08 amostras contendo
04 representantes do GC e 04 representantes do GT; e 01 grupo de 06
amostras contendo 03 representantes do GC e 03 representantes do GT. Cada
grupo foi trabalhado durante uma semana totalizando um periodo de 06

semanas para todas as amostras.
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4.2. Protocolo de contaminagao dos canais radiculares

Os canais radiculares foram preenchidos com 10 yL de suspensao de
Enterococcus faecalis ATCC 29212 em meio BHI, através de pipeta

automatica, cedidos pelo Laboratério de Microbiologia do Hospital Helidpolis.

Posicionaram-se os dentes individualmente em camaras umidas semi
tampadas desenvolvidas pelo autor (Figura 01), e incubados a 35°C seguindo
as normas da NCCLS, por 48h para que 0os microorganismos penetrassem nos

canaliculos dentinarios (Orstavik e Haaspasalo 1990).

Essa camara foi produzida em potes de urina estéreis, forrados com

gaze embebida em soro fisioldgico também estéril.

Figura 01: Camaras umidas desenvolvidas pelo autor.

Decorrido esse periodo, a pesquisa foi realizada aos pares, 01 dente do
GC e 01 dente do GT. A principio, coletou-se uma amostra pré-terapia para

gue se conhecesse o numero de colbnias existentes antes do procedimento.
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4.3. Protocolo de aplicagao da Terapia Fotodinamica

Com o auxilio de seringas para insulina os canais foram preenchidos por
uma solugdo aquosa de azul de toluidina 0,0125% (Farmacia Férmula e Agéo).
As pontas das céanulas de inje¢cdo foram introduzidas até préximo ao
preparo apical e o corante, ejetado lentamente, milimetro a milimetro. O tempo
de contato foi de 5 min. (Figura 02), sendo os canais posteriormente lavados

com soro fisiolégico a 9% estéril.

Figura 02: Canal radicular recebendo o Azul de toluidina 0,0125%

Posicionando-se a fibra 6ptica do laser dentro do canal (Figura 03), o
método utilizado na irradiagao foi de movimentos helicoidais de tragédo dessa
fibra, de apical para cervical, até que se concluisse o tempo total necessario

para depodsito da energia, 320 segundos. Enquanto era realizada a terapia no
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dente do GT, o seu par correspondente do GC nao teve nenhum tipo de

tratamento aplicado.

Novas coletas eram realizadas com cone de papel absorvente.

Figura 03: Fibra 6ptica do laser posicionada dentro do canal radicular.

Para realizagcado das coletas pré e pos-terapia, posicionou-se um cone
de papel absorvente calibre 50 durante 20 segundos dentro do canal radicular
conforme protocolo (Hartrot 1999) (Figura 04); e depois mergulhado em 10 mL
de solugdo salina estéril (Figura 05). Os tubos foram agitados em aparelho

Vortex. durante 30 segundos, desagregando os grumos microbianos.
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Figura 04: Cone de papel absorvente calibre 50 introduzido durante 20

segundos dentro do canal radicular.

Figura 05: Cone absorvente sendo mergulhado em tubo de cultura

contendo 10mL de solugao salina.

35
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De cada suspensao, uma aliquota de 0,1mL era transferida para tubo de
ensaio com 0,9mL de solugdo salina, seguindo o método das diluicoes
sucessivas para contagem das UFC. Foram feitas trés diluicbes (1:10, 1:100 e
1:1000) e plaqueados 0,01mL das mesmas em meio Agar Bile Azida (Figura

06).

Figura 06: Diluicbes realizadas em 1:10, 1:100 e 1:1000 das coletas realizadas

antes e apos a TFD.

As placas foram incubadas por 15 horas, a 35°C, tempo necessario para
que as bactérias atingissem a fase estacionaria da curva de crescimento. A
contagem das Unidades Formadoras de Colbénias (UFC) se deu pelo método
direto, utilizando-se a diluicdo de 1:100, por ter apresentado maior

reprodutibilidade.

A contagem das UFC/mL foi realizada multiplicando-se o numero de
colbénias por 10.000 (diluicdo de 1/100 somado ao inéculo de 0,01mL através

de alca calibrada).
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A identificagdo dos Enterococcus faecalis isolados nas placas de Agar
Bile Azida foi realizada pelo equipamento MicroScan WalkAway® (Dade
Behring) utilizando-se painéis para microorganismos Gram positivos

(MicroScan Dried Gram-positive®). (Figura 07)

Figura 07: Painel para identificagdo de microorganismos Gram-positivos.

Para a realizacdo deste estudo, utilizou-se o laser diodo multifuncional
Unit Laser/Led (Eccofibras) com meio ativo de arseneto-galio-aluminio
(AsGaAl) e comprimento de onda de 660 nm. A emissao da luz deu-se de
modo continuo, com poténcia de 50mW, com ponteira de fibra 6tica acrilica de
600 ym, a densidade de energia ou fluéncia irradiada foi de 400J/cm?.
Associado ao laser, utilizou-se uma solugdo aquosa do corante azul de

toluidina 0,0125% (Férmula e A¢ao) como fotossensibilizador.
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4.4. Analise estatistica

A distribuigao das variaveis do estudo, em relagdo aos grupos de estudo,
esta apresentada em tabela de associagao com fungédo meramente descritiva.
Devido as caracteristicas das variaveis (n° inicial de colénias de Enterococcus
faecalis e variagdo do n° de colbénias apds procedimentos) utilizaram-se testes
nao paramétricos para verificar as associacbes entre os periodos pré-
procedimentos e pdés-procedimentos nos grupos de terapia fotodinamica e
controle (teste de Wilcoxon e teste de Sinais) bem como para comparar os
periodos pré e pos entre os grupos (teste de Mann-Whitney). Em todas as
situacgdes foi arbitrado um valor de significancia de 5% (p< 0,05) para refutar a

hipétese de nulidade.



5. Resultados
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Na tabela 1 estdo disponibilizados os resultados referentes aos
procedimentos nos grupos de estudo, relacionados com a variagdo ocorrida

entre as coletas pré e pds-procedimento.

Tabela 1 — distribuicdo da contagem de coldnias de Enteroccocus faecalis em canais
radiculares de dentes contaminados nos grupos de estudo

Grupo teste Grupo controle
n® de colbnias n° de colbnias
Dente Variagdo = Dente Variagao
Pré Pos Pré Pos
1 65.000 13.000 -80,0% 1 2.230.000 2.250.000 0,9%
2 1.200.000  40.000 -96,7% 2 2.700.000 2.990.000 10,7%
3 3.000.000 3.000 -99,9% 3 1.250.000 1.220.000 -2,4%
4 180.000 2.800 -98,4% 4 2.350.000 1.130.000 -51,9%
5 126.000 8.500 -93,3% 5 3.570.000 1.530.000 -57,1%
6 380.000 12.100 -96,8% 6 180.000  300.000 66,7%
7 1.800.000 11.700 -99,4% 7 3.200.000 3.000.000 -6,3%
8 3.800.000 1.000 -100,0% 8 2.200.000 2.600.000 18,2%
9 3.000.000 600 -100,0% 9 1.300.000 2.600.000 100,0%
10 450.000 300 -99,9% 10 2.600.000 2.200.000 -15,4%
11 2.200.000 0 -100,0% 11 840.000 1.300.000 54.,8%
12 840.000 0 -100,0% 12 1.800.000 2.300.000 27,8%
13  1.300.000 7.600 -99,4% 13 1.170.000 1.200.000 2,6%
14  3.640.000 0 -100,0% 14 1.260.000 1.200.000 -4,8%
15 140.000 0 -100,0% 15 3.000.000 2.600.000 -13,3%
16 380.000 500 -99,9% 16 1.200.000 1.170.000 -2,5%
17  1.100.000 400 -100,0% 17 650.000 720.000 10,8%
18 390.000 0 -100,0% 18 1.800.000 1.950.000 8,3%
19 800.000 2.200 -99,7% 19 3.630.000 3.800.000 4,7%
20 40.000 0 -100,0% 20 2.350.000 2.530.000 7,7%
21 1.800.000 5.900 -99,7% 21 3.700.000 3.450.000 -6,8%
22  1.120.000 700 -99,9% 22 1.130.000 1.250.000 10,6%
23 400.000 200 -100,0% 23 550.000  480.000 -12,7%
Med  840.000 700 -99,9% Med 1.800.000 1.950.000 2,6%
Min 40.000 0 -100,0% Min 180.000  300.000 -57,1%

Max 3.800.000  40.000 -80,0% Max  3.700.000 3.800.000 100,0%

teste de Mann-Whitney:

Med = mediana terapia fotodindmica pré x controle pré (p= 0,07)
Min = minimo terapia fotodinamica pds x controle pés (p <0,001)
Max = maximo variagao terapia fotodindmica x variagado controle  (p < 0,001)

teste de Wilcoxon e teste de sinais:
terapia fotodinamica pré x terapia fotodinamica pos (p < 0,001)
controle pré x controle p6s (p= 0,21)
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A Mediana calculada no grupo teste foi de 840.000 UFC para as
amostras pré-terapia fotodindmica, e 700 UFC para as amostras pds-terapia
fotodindmica, chegando a uma diminui¢gdo percentual de colénias pds-terapia

fotodinamica de 99,9%, apresentando reducdo em todas as 23 amostras.

A Mediana calculada no grupo controle foi de 1.800.000 UFC para a
primeira coleta, e 1.950.000 UFC para a segunda coleta, com intervalo de
tempo igual ao da Terapia fotodinAmica executada no grupo teste, houve um

aumento 2,6%, na qual destaca-se crescimento em 13 das 23 amostras .

Figura 08: Placas contendo meio de cultura e Unidades Formadoras de

Colbnia (UFC), desenvolvidas a partir de coletas realizadas antes e apds a

aplicagao da TFD (exemplo da amostra 10 do grupo teste).



6. Discussao
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O reconhecimento da etiologia polimicrobiana da infeccado endodéntica
estimulou a busca de avangos farmacoldgicos, cientificos e tecnoldgicos, no
intuito de identificar novas condutas aplicaveis dentro da Endodontia,
especialmente no que se refere ao controle microbiano no interior do canal
radicular e nos tecidos periapicais.

A completa remogdo ou inativagdo dos microorganismos dos canais
radiculares infectados ndo é garantida somente pela instrumentacdo, sendo
demonstrada a importancia das substancias auxiliares e medicacgéo intracanal

na efetividade do tratamento antimicrobiano. (Estrela et al. 1999).

Varias dessas substancias em concentracdes diversas foram testadas
no intuito de se determinar aquela que fosse mais eficaz no complemento a
fase mecéanica da terapia endodontica (Vahdaty et al. 1993, Orstavik e
Haapasalo 1990, Siqueira et al. 1998, 2000). Entretanto a descontaminagao de
camadas mais profundas de dentina ainda é dificil, j& que essas substancias
mostram-se eficazes apenas superficialmente, independente de suas
concentragbes (Vahdaty et al, 1993). Isso se torna critico, uma vez que a
persisténcia de bactérias viaveis no sistema de canais radiculares pode
comprometer o prognéstico de dentes tratados endodonticamente (Sjogren et

al. 1990).

Neste estudo os dentes naturais foram acessados e instrumentados pela
técnica cérvico-apical (Machado 1993) complementada pela irrigacdo de
hipoclorito de sddio 0,5% e lavagem final com EDTA 17% e hipoclorito de sodio
0,5%. A utilizacdo destas substancias quimicas teve como objetivo aumentar a

permeabilidade dentinaria. (Baumgartner e Cuenin 1992, Goldman et al. 1982).
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Uma vez o canal instrumentado, essa agdo mecéanica promove uma
deposicao do smear layer (ou magma dentinario) nas paredes do canal, que .é
uma massa constituida de restos de dentina, polpa, além de elementos
bacterianos vivos ou nao, e constitui o principal fator limitante da acdo dos
medicamentos, impedindo-os de penetrar nos tubulos dentinarios (Sen et
al.1995, Siqueira et al. 1998). No presente estudo, a remogao deste smear
layer teve obijetivo principal de facilitar a contaminagdo, num primeiro instante,

e a penetracao do corante fotossensivel, no momento da aplicagao da terapia.

Na técnica de Paiva e Antoniazzi (1988) ora utilizada, o hipoclorito de
sodio 0,5% atuara na parte organica do magma, e o EDTA 17%, na porgéao

inorganica, ambos empregados apoés o ultimo instrumento.

A utilizagdo de microorganismo isolado ao invés de flora multi-
bacteriana, mais comum na cavidade oral, € uma situacdo questionavel nesse
estudo. No entanto, a avaliagdo da literatura ndo evidencia a realizagcéo de
modelos com multiplas bactérias em virtude dessa terapia ser relativamente
nova e em fase de estudo.

Na razao da escolha da bactéria E. faecalis levou-se em conta o fato das
anaerobias facultativas serem as predominantes nos casos de infecgdes
resistentes ao tratamento endodoéntico (Molander et al. 1998, Bamman e
Estrela 1999). Além disso, essa é a espécie bacteriana mais frequentemente
isolada nos casos de infecgdes extra-radiculares refratarias, de acordo com os
estudos prévios ja realizados por Molander et al. (1998), Sundqvist et al.
(1998), Hancock et al. (2001) e Pinheiro et al. (2003).

E reconhecido o fato de que essa bactéria apresenta resisténcia ao

tratamento endoddntico convencional (Sundqvist et al. 1998) devido sua grande
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capacidade de invadir tubulos dentinarios, conferindo-lhe protecdo em relagcéo
aos agentes irrigantes utilizados na terapia convencional (Siqueira Jr. et al.
1996, Oguntebi 1994, Love 2001) e tornando dificil sua eliminagdo mesmo nos
estudos in vitro.

E. faecalis consegue sobreviver longos periodos sem nutrientes,
permanecendo em estado latente até que o meio lhe ofereca condigdes
favoraveis, como, por exemplo, uma infiltragcdo coronaria (Love et al. 2001,
Haapasalo e Orstavik 1987, Figdor et al. 2003). Além disso, ela pode se manter
sozinha nos canais radiculares, sem a cooperacdo de outras bactérias
(Fabricius et al. 1982, Peciuliene et al. 2000).

No presente estudo, os canais radiculares dos 46 espécimes se
tornaram ambiente favoravel ao crescimento dessa bactéria apds serem
preenchidos pela suspensdo de E. faecalis e incubados a 35°C, segundo
normas da NCCLS. A incubagdo durante 48 horas propiciou tempo suficiente
para penetracdo da bactéria em toda extensdo dos tubulos dentinarios,

tomando-se como referéncia o trabalho de Orstavik e Haaspasalo (1990).

Conhecendo-se o mecanismo de acado da Terapia Fotodinamica em
tumores, busca-se desenvolver um protocolo onde a mesma possa agir como
um agente bactericida no tratamento endodéntico, iluminando alternativas de
combate aos microorganismos mais resistentes. Para isso, se faz necessario o

emprego de um sistema de aplicacdo que favorega ao maximo resultados.

A melhor fonte de radiagdo empregada para a ativacdo do
fotossensibilizador € descrita como aquela que, por um baixo custo, possa

fornecer a maior quantidade de luz possivel no maximo de absorcdo do
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fotossensibilizador, sem efeitos térmicos significativos. Raramente sdo usadas
lampadas de arco de xendnio, que requerem o emprego de filtros adequados
para selecdo do comprimento de onda, e de um sistema eficiente para

dissipagéo do calor gerado.

As fontes de radiacédo sao, atualmente, os lasers de baixa poténcia, que
fornecem radiacao na fluéncia adequada e no comprimento de onda apropriado

para cada fotossensibilizador.

Uma alternativa de custo intermediario sao os lasers de diodo, existindo
no mercado aparelhos que cobrem praticamente todo o espectro visivel e
infravermelho proximo, o que favorece o atendimento de grande parte dos

agentes fototerapéuticos existentes.

Um sistema oOptico bastante eficiente no caso da aplicagdo em canais
radiculares, como foi feito nesse estudo, é empregar um feixe de fibra 6ptica

capaz de direcionar a radiagdo com um minimo de perdas.

O AsGaAl é um laser de baixa poténcia que emite luz vermelha com
comprimento de onda de 660nm e foi determinado para o presente estudo,
considerando-se que a poténcia de 50mW apresenta bons resultados na
literatura (Pinheiro et al. 2003, Matevski et al. 2003).

A maioria das bactérias orais ndo possui componentes capazes de
absorver o laser no espectro do vermelho, com excegcao das espeécies
pigmentadas de negro, como Porphiromonas e Prevotella (Wilson 1994) sendo

necessario a administracado de um fotossensibilizador para promover a terapia.
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A escolha do fotossensibilizador foi baseada na capacidade do mesmo
em absorver a luz no comprimento de onda do laser em questdo. Os
fotossensibilizadores azuis sdo muito utilizados na literatura mundial, sendo
considerados os mais eficazes em experimentos comparativos (Dobson e
Wilson 1992, Wilson et al. 1993, Wilson 1994), e a afinidade que o corante azul
de toluidina apresenta pelo comprimento de onda do laser vermelho (620 a

660nm) (Wainwright 1999) determinou sua eleicao para esse estudo.

Fotossensibilizadores sao utilizados na literatura em diversas
concentracdes, sendo que todas apresentam resultados em maior ou menor
grau. No entanto, para a aplicagdo em uma estrutura porosa como a dentina,

existe a preocupacéao de alteracdo da cor, o que comprometeria a estética.

Nesse estudo o azul de toluidina foi utilizado em concentragcdo de
0,0125%, concentracdo baixa, porém eficaz (Wilson e Dobson 1992), e
aplicado durante cinco minutos conforme protocolo de Matevski et al. (2003).
Passado esse periodo, o corante foi removido por meio de lavagem com soro

fisiologico estéril, o que viabilizou ao maximo sua remogao.

Para esse tipo de aplicacdo da Terapia Fotodindmica se faz necessario
o desenvolvimento de um protocolo que impega o tingimento da coroa dental
ou que, pelo menos permita a completa remogao do manchamento, assim
como foi desenvolvido para o iodoférmio, medicacao intra-canal utilizada em
tratamentos endodénticos que também pode alterar a cor da dentina se nao

aplicado corretamente.
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Sendo o canal radicular um local de dificil acesso para o spot do
aparelho laser, o raio foi focado por meio de um feixe de acrilico com diametro
de 0,6 mm. Para tanto, os canais radiculares foram instrumentados até lima
calibre 50, a fim de permitir uma melhor aproximacao do feixe a ponta do canal
radicular. Isso pode se tornar fator limitante nos casos de canais muito

delgados, onde nao é possivel a instrumentacgéo até a lima em questao.

O fato da regido apical ndo ser totalmente alcangada pela ponteira
pode ser atenuado pelo fato de que o maior percentual de microorganismos se
encontra na regido cervical (Shovelton 1964) e pelo fato da luz laser poder se
espalhar por difusdo, o que também pode levar a acreditar na acdo da mesma

na porgao extra-radicular.

Nenhum dos espécimes foi submetido a uma segunda aplicagdo da
Terapia Fotodindmica, no entanto, ela tem como principal vantagem a nao
indugao de resisténcia bacteriana, além da inexisténcia de efeitos colaterais
inerentes ao corante, favorecendo sua reaplicacao (Wilson 1993)

Apesar dos trabalhos de TFD variarem em relagao ao laser utilizado e as
concentracoes e tipo de corante, os resultados sao unanimes quanto a eficacia
da terapia. Entende-se assim que a importancia ndo esta na escolha do laser
ou do corante isoladamente, mas na escolha do conjunto laser-corante, que
deve guardar afinidade, pois esse € o segredo do resultado obtido.

Quanto a terminologia empregada no objetivo desse estudo, no que diz
respeito ao efeito bactericida da Terapia Fotodinamica, considerou-se a
denominagao empregada por alguns autores, que relacionam a diminuicao dos

microorganismos ao efeito letal promovido pelo método (Wilson 1994, Teichert
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et al. 2002, Ferreira 2003, Matevski et al. 2003), apesar de nao terem sido
realizadas avaliagdes de viabilidade ou vitalidade bacterianas, neste estudo.

No estudo in vitro realizado por Silbert et al. (2000) foi utilizado um laser
HeNe (A= 632,8nm) associado ao corante azul de metileno 0,01% alcancando
reducéo de 40% do E. faecalis. No presente estudo, o laser AsGaAl (A= 660nm)
associado ao corante azul de toluidina 0,0125%, alcangou um resultado muito

mais expressivo — 99,9% de redugdo do mesmo microorganismo.

O hipoclorito de sédio € a substancia mais utilizada para irrigacéo dos
canais radiculares e ja foi testada em diversas concentragbes para
comprovagao de sua eficacia. No estudo de Ayhan et al. (1999), os autores
concluiram que esta solugcdo a 5,25% foi efetiva contra todos os
microorganismos testados, inclusive E. faecalis, em contrapartida, Komorovski
et al. (2000) provaram que essa substadncia ndo foi capaz de penetrar os
canaliculos dentinarios na mesma profundidade de contaminagcdo do E.

faecalis.

E evidente que varios experimentos clinicos testam, atualmente, a acdo
cumulativa de técnicas e procedimentos na busca de melhores resultados, no
entanto, torna-se imprescindivel a avaliagdo da metodologia experimental
empregada, levando-se em conta detalhes que podem alterar
significativamente o resultado final, o qual, sendo animador em laboratério,

motiva sua reproducdo e padronizacdo da técnica operatoria em pacientes.

Para o estudo in vivo, os supostos efeitos danosos que poderiam ser
provocados pela Terapia Fotodinamica em relagcéo aos tecidos vivos ndo sao

relevantes, ja que nessa area ocorre intensa renovacéo tecidual. Além disso, a
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aplicagcdo dessa terapia em cobaias ja nos mostra que nao ocorreram
alteragdes histolégicas no tecido sadio apds sofrerem aplicagdo da mesma

(Komerick et al. 2002).

Cumpre ressaltar a necessidade eminente do desenvolvimento de novos
experimentos buscando aprimorar o protocolo de aplicacdo clinica, tendo em
vista o comportamento dos tecidos em relacdo a Terapia Fotodinamica, assim
como o manchamento da dentina em casos de corantes mais concentrados. A
sua vez, o fato do didmetro da fibra optica possuir 0,6mm pode ser uma
condicdo limitante da terapia quando aplicada em canais radiculares mais
delgados, que impossibilitem a instrumentagao até uma lima de calibre 50. No
entanto, os resultados obtidos nesse estudo poderdo servir de estimulo as
empresas fabricantes quanto ao desenvolvimento de fibras que se adaptem a

esses canais.

Com adaptacgdes concluidas em estudos futuros solucionar as supostas
dificuldades para o tratamento in vivo, temos que esta €, sem duvida alguma,

uma futura opgéao terapéutica de grande potencial.
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Os resultados obtidos no presente estudo experimental in vitro
permitem concluir que a Terapia Fotodindmica (laser AsGaAl associado ao
corante azul de toluidina 0,0125%) mostrou-se viavel como agente bactericida
no modelo de dente contaminado com Enterococcus faecalis sem obtencao de

erradicagao total no numero de bactérias contaminantes.
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Tabela 1 — distribuicdo da contagem de colbnias de Enteroccocus faecalis em canais
radiculares de dentes contaminados nos grupos de estudo

Grupo terapia fotodinamica

Grupo controle

n° de colbnias

n° de colbnias

Dente Variacdo Dente Variagao
Pré Pos Pré Pos
1 65.000 13.000 -80,0% 1 2.230.000 2.250.000 0,9%
2 1.200.000  40.000 -96,7% 2 2.700.000 2.990.000 10,7%
3 3.000.000 3.000 -99,9% 3 1.250.000 1.220.000 -2,4%
4 180.000 2.800 -98,4% 4 2.350.000 1.130.000 -51,9%
5 126.000 8.500 -93,3% 5 3.570.000 1.530.000 -57,1%
6 380.000 12.100 -96,8% 6 180.000  300.000 66,7%
7 1.800.000 11.700 -99,4% 7 3.200.000 3.000.000 -6,3%
8 3.800.000 1.000 -100,0% 8 2.200.000 2.600.000 18,2%
9 3.000.000 600 -100,0% 9 1.300.000 2.600.000 100,0%
10 450.000 300 -99,9% 10 2.600.000 2.200.000 -15,4%
11 2.200.000 0 -100,0% 11 840.000 1.300.000 54,8%
12 840.000 0 -100,0% 12 1.800.000 2.300.000 27,8%
13 1.300.000 7.600 -99,4% 13 1.170.000 1.200.000 2,6%
14  3.640.000 0 -100,0% 14 1.260.000 1.200.000 -4,8%
15 140.000 0 -100,0% 15 3.000.000 2.600.000 -13,3%
16 380.000 500 -99,9% 16 1.200.000 1.170.000 -2,5%
17 1.100.000 400 -100,0% 17 650.000  720.000 10,8%
18 390.000 0 -100,0% 18 1.800.000 1.950.000 8,3%
19 800.000 2.200 -99,7% 19 3.630.000 3.800.000 4,7%
20 40.000 0 -100,0% 20 2.350.000 2.530.000 7.7%
21 1.800.000 5.900 -99,7% 21 3.700.000 3.450.000 -6,8%
22 1.120.000 700 -99,9% 22 1.130.000 1.250.000 10,6%
23 400.000 200 -100,0% 23 550.000  480.000 -12,7%
Med  840.000 700 -99,9% Med  1.800.000 1.950.000 2,6%
Min 40.000 0 -100,0% Min 180.000  300.000 -57,1%
Max 3.800.000 40.000 -80,0% Max  3.700.000 3.800.000 100,0%
teste de Mann-Whitney:
Med = mediana terapia fotodindmica pré x controle pré (p= 0,07)
Min = minimo terapia fotodindmica pds x controle pés (p <0,001)
Max = maximo variagao terapia fotodinamica x variagdo controle  (p < 0,001)

teste de Wilcoxon e teste de sinais:
terapia fotodinamica pré x terapia fotodinamica pos (p < 0,001)
controle pré x controle pés

(p= 0,21)
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