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Avaliacdo da terapia fotodindmica, in vitro, aplicada na desinfeccéo de canais radiculares
bovinos contaminados com Candida albicans

Resumo

A presenca de fungos, principalmente Candida albicans, tem sido observada em infecgbes
dos canais radiculares O hipoclorito de sddio é uma substéncia universalmente utilizada na
desinfeccdo destes condutos. Atuamente, formas alternativas de tratamento tém sido
empregadas, como a terapia fotodinamica (PDT). A proposta deste estudo foi avaliar
comparativamente a acao do hipoclorito de sodio 1% e da PDT, in vitro, sobre suspensdes de
C. albicans inoculadas em raizes de dentes bovinos. Quarenta raizes tiveram 0s canais
preparados e inoculados, confirmando-se a contaminagdo dos mesmos. Foram, entdo,
divididas em quatro grupos de dez raizes cada e receberam tratamentos diferentes. O Grupo 1
recebeu solugdo de hipoclorito de sodio a 1% por 15 minutos. Amostras foram colhidas
imediatamente ap0s para avaliacdo da possivel reducdo microbiana. As raizes do Grupo 2
foram irradiadas e amostras foram colhidas para verificagdo da acdo isolada do laser. No
Grupo 3 as raizes receberam o corante azuleno 25% / Endo-PTC por um periodo de 5
minutos Em seguida, amostras foram colhidas para verificagdo da possivel acdo tdxica do
corante sobre as leveduras. As raizes do Grupo 4 receberam o corante azuleno 25% associado
a0 Endo-PTC por um periodo de préirradiacdo de 5 minutos e foram irradiadas. Amostras
foram colhidas apds estes procedimentos para avaliacéo da acéo da terapia fotodindmica sobre
as leveduras. A forma de irradiagdo nos grupos 2 e 4 foi a seguinte: introduziu-se a fibra
Optica 10 mm no interior do canal radicular e mantendo-a nesta posi¢cdo acionouse o laser
(685 nm, 15 mW) por 2 minutos. Removeuse a fibra e, em seguida, posicionouse a peca de
mao na entrada do canal e nesta posi¢éo acionou-se o laser (685 nm, 40 mW) por mais 2
minutos. Todas as amostras foram colhidas com cones de papel absorvente que foram
mergulhados, imediatamente depois, em caldo Sabouraud (DIFCO). Aliquotas desses caldos
foram semeadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud (DIFCO). O efeito dos
diferentes tratamentos empregados foi avaliado através da andlise qualitativa e/ou quantitativa
de formagao de unidades de coldnias (UFC) no meio de agar Sabouraud. Somente no Grupo 1
conseguiu-se uma completa descontaminagao (zero UFC). Os demais tratamentos ndo foram
eficazes na descontaminacdo dos canais.

Palavras-chave: terapia fotodindmica, Candida albicans, laser AlGaAs.



“Evaluation of the photodynamic therapy, in vitro, applied in the disinfection of bovine
root canals contaminated by Candida albicans.”

Abstract

The presence of yeasts, mainly Candida albicans, has been observed in root canal infections.
Sodium hypochlorite is a substance used worldwide in the disinfection of these canals.
Currently, aternative forms of treatment have been employed such as the photodynamic
therapy (PDT). The aim of this study was to evaluate comparatively the action of the 1%
sodium hypochlorite and that of the PDT, in vitro, on cultures of C. albicans inoculated in
bovine tooth roots. The cands of the forty roots were prepared and inoculated, in which
contamination was confirmed. The roots were then divided into four groups of ten roots each
and received different treatments. Group 1 received 1% sodium hypochlorite solution for 15
minutes. Samples were immediately taken for evaluation of the possible microbial reduction.
The roots of Group 2 were radiated and samples were taken in order to verify the isolated
action of the laser. In Group 3 the roots received azuleno 25% / Endo-PTC for a period of 5
minutes. After which, samples were taken in order to verify the possible toxic action of the
photosensitizer on the levedures. The roots of Group 4 received azuleno 25% associated to
Endo-PTC for apre-irradiation period of 5 minutes and were radiated. After these procedures,
samples were taken for evaluation of the photodynamic therapy action on the yeasts. The form
of irradiation in groups 2 and 4 was the following: the optic fiber was introduced 10 mm
inside the root cana and the laser (685 nm, 15 mW) was set for 2 minutes. The fiber was
removed and, then, the hand piece (685 nm, 40 mW) was placed at the entrance of the cana
and was set for 2 more minutes. All the samples were taken by absorbent paper points which
were dived, immediately, in Sabouraud broth (DIFCO). Aliquots of these broths were plated
on Sabouraud agar (DIFCO). The effect of the different treatments employed was evaluated
through qualitative and/or quantitative analysis of the colony-forming units (CFU/mL) in the
Sabouraud agar plates. Only in Group 1 a complete decontamination was obtained (zero
CFU/mL). However, the other treatments weren't effective in the decontamination of the root
canals.

Keywords: photodynamic therapy, Candida albicans AlGaAs laser.
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1 INTRODUCAO

O objetivo do tratamento endodontico, independentemente da raz&o que o motivou, € a
obtencdo da reparacdo tecidual que permita ao dente retornar as suas funges normais (PAIVA;

ANTONIAZZ|, 1984).

A terapia endodbntica, nos dias atuais, apresenta um grande indice de sucesso. Entretanto,
a persisténecia de infecgdo nos canais radiculares € a principal causa de insucesso, impedindo o
reparo daregido apical (D’ARCANGELO; VARVARA; FAZIO, 1999).

A infeccdo endodontica ndo € passivel de remissdo esponténea pela agdo de mecanismos
de defesa do organismo, nem pode ser combatida por antibioticoterapia sistémica. A polpa
necrosada ndo tem vasos sanglineos que possam transportar células de defesa e antibidticos para
o local. Assim, devido a localizacdo anatdmica da infeccdo endoddntica, existe a necessidade de
intervencdo profissional no sitio infectado, através de instrumentos e substéncias quimicas
(SIQUEIRA JR, 2002). Depois de realizado o acesso aos canais radiculares, os mesmos sao
esvaziados, sanificados e modelados, sendo finalmente obturados. Apés a obturagdo, eventuais
microrganisSmos que permanecam viaveis poderdo ser reativados, caso ocorra percolacdo entre o
material obturador e a parede do conduto, levando nutrientes aos mesmos (BRAMANTE;
GARCIA, 2002).

Muitos casos de insucesso da terapia endoddntica sdo causados por problemas técnicos,

porém existem também as lesdes refratérias ao tratamento tecnicamente bem realizado.
Além de bactérias anaerdbias estritas, espécies aerobias ou anaerdbias facultativas também tém
sido encontradas em canais radiculares, muitas vezes associadas a infecgOes persistentes ou

secundarias. Dentre estas espécies destacamse Streptococcus, Enterococcus faecalis e
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Pseudomonas aeruginosa, além de fungos, principalmente do género Candida (SIQUEIRA JR,
2002).

Nair et al., 1990, usando microscopia, analisaram nove casos de lesbes periapicais
resistentes ao tratamento endodéntico e verificaram que duas bidpsias continham fungos. Sunde
et a., 2002, através de culturas coletadas de |esdes periapicais, observaram grande variedade de
microrganismos, incluindo espécies de Candida. A espécie de fungo mais frequiente em infecgdes
endodénticas € Candida albicans (SIQUEIRA JR et al., 2002). Apesar disso, muitos estudos
buscam meios de destruir as bactérias presentes no cana e poucos se ocupam dos fungos.

Atualmente, a capacidade antimicrobiana dos lasers tem sido pesquisada. Sabe-se que o0s
de alta poténcia como Er:YAG e Nd:YAG destroem microrganismos pelo calor gerado pela ata
energia, enquanto os de baixa poténcia ndo apresentam efeito fototérmico. A Terapia
Fotodinamica (PDT) iniciamente preconizada para tratamento de cancer (ACKROYD et a.,
2001), vem sendo pesquisada com a finalidade de tratamento de doencas infecciosas. Como a
maioria dos microrganismos orais ndo absorve a luz visivel dos lasers de baixa poténcia, a
utilizacdo de um corante que se fixe a eles, atraindo a luz do laser, é necessaria para que os lasers
de baixa poténcia tenham ac&o antimicrobiana. Quando o fotossensitizador é irradiado com luz de
comprimento de onda apropriado, a molécula é excitada. Isto produz uma série de transferéncias
de energia molecular levando aliberacdo de radicais livres e/ou de oxigénio singleto, uma espécie
altamente reativa e citotoxica, resultando na morte celular (ZANIN et a., 2003). Uma vantagem
dessaterapia é o custo reduzido em relacdo aos lasers de alta poténcia.

Neste estudo serd pesquisado o efeito da PDT, também denominada fotossensitizagéo
letal, em canais radiculares de dentes bovinos contaminados com Candida albicans, para

verificagdo de uma possivel atividade fungicida



19

1.1 Objetivo Gerd

Testar a agao daterapia fotodinamica sobre cepa padréo de Candida albicans.

1.2 Objetivo Especifico

Comparar a acdo da terapia fotodindmica ao uso do hipoclorito de sodio a 1%, em canais

radicul ares de dentes bovinos inoculados com suspensdo de Candida albicans.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tratamento endodontico convencional

Fleury e Aun (1990), redlizaram revisdo da literatura sobre a aplicacdo da microbiologia
voltada a terapia endodéntica. Concluiram que os casos refratérios ao tratamento endoddntico
convencional estdo, freqlientemente, ligados a infeccdo por microflora anaerébia, normalmente
associacdo de multiplas espécies que colonizam o canal radicular e aregido periapical. Sugeriram
gue uma técnica de coleta para anaerébios pode e deve ser empregada a fim de resolver estas

infeccOes.

Nair et a. (1990), estudaram 9 lesdes periapicais refratérias e assintométicas, que foram
removidas para bidpsia, durante o tratamento cirdrgico dos dentes. As pecas removidas foram
examinadas por microscopia eletronica e de luz. Em seis das nove biopsias foram encontrados
microrganismos no canal radicular apical: quatro continham uma ou mais espécies de bactérias e
em duas havia fungos. Estes achados sugerem que, ha maioria dos dentes com lesdes periapicais,
microrganismos podem persistir e desempenhar papel importante no fracasso da terapia

endodébntica.

Sen, Safavi e Spangberg (1997), investigaram os padrdes de colonizacdo de Candida
albicans em esmalte, dentina e cemento. N&o encontraram diferencas no padréo de crescimento
desse fungo em esmalte e em cemento, que tiveram suas superficies recobertas por colbnias

isoladas, mas densas. A presenca ou auséncia desmear layer ndo interferiu na colonizagdo destas
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areas. Entretanto, em dentina o smear layer pareceu ter um maior efeito na colonizacdo, pois na
sua presenca as colonias formaram uma massa densa. Os fungos penetraram nos sulcos e
migraram para o interior dos tubulos dentindrios. Os autores sugeriram, entdo, que os tecidos

duros dentais podem representar um reservatério para disseminacdo de infeccfes por Candida.

Siqueira Jr et al. (1997), avaliaram histologicamente a eficiéncia de cinco técnicas de
instrumentacdo na limpeza do terco apical de canais radiculares curvos. Raizes mesiais de
molares inferiores foram instrumentadas pelos seguintes méodos: técnica step-back usando limas
de aco inoxidavel; técnica step-back usando limas de niquel-titanio; técnica ultrassdnica; técnica
de forca balanceada e técnica Cana Master U. As porgdes apicais das raizes instrumentadas
foram preparadas para exames histologicos. Os cinco métodos foram eficazes na remocéo da
maior parte de tecidos dos canais, mas nenhuma técnica promoveu o completo debridamento dos

condutos.

AbouRass e Bogen (1998), pesquisaram 0S microrganismos de lesdes periapicais
fechadas, rigorosamente selecionadas, associadas com terapia endodbntica refrataria e
calcificagdo pulpar. Foram selecionadas 13 lesbes com indicagbes cirdrgicas e amostras foram
tomadas durante as cirurgias. Essas amostras foram colhidas de trés regides diferentes. janela
cirdrgica, interior do corpo da lesdo e apice radicular. Nos 13 casos, amostras tomadas do pice
revelaram microrganismos, sendo 63,6% de anaerdébios obrigatdrios e 36,4% de anaerdbios
facultativos (Figura 1). Os autores aertaram sobre a dificuldade de erradicacdo de todos os
microrganismos durante o tratamento endodbntico e sobre a possibilidade dessas bactérias

colonizarem o pice radicular e os tecidos periapicais, dificultando assim a cura
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Figura 1: Localizag&o dos
microrganismos no canal radicular.
Fonte: Cardoso e Gongalves (2002)

Sundgvist et a. (1998), realizaram um estudo para determinar o tipo de microbiota
presente em dentes com insucesso no tratamento endodontico e para verificar o resultado do
retratamento conservador. Cinqlienta e quatro dentes com canais tratados e lesdes periapicais
persistentes foram utilizados. Os dentes foram abertos e a obturagdo radicular removida com
brocas, limas e solugdo salina estéril. Uma amostra bacteriolégica inicial foi colhida. Os canais
ficaram vazios e os dentes foram selados com cimento provisorio. Sete dias depois, novas
amostras foram tomadas dos canais radiculares. Depois de coletadas as amostras, os condutos
foram instrumentados com limas manuais, irrigados com solucéo de NaOCI a 0,5% e preenchidos
com pasta de Ca(OH),. Em seguida os dentes foram selados com cimento de 6xido de zinco e
eugenol. Numa terceira realizada apos um periodo de 7 a 14 dias, os canais foram
irrigados com solucéo salina estéril para remocdo da medicacdo e novas amostras foram colhidas.
Os canais foram obturados com guta-percha por meio de condensacéo lateral. Os dentes

retratados foram acompanhados por cinco anos. Os autores encontraram nos dentes, onde houve
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fracasso no tratamento endoddntico, uma flora microbiana bastante diferente daquela encontrada
em dentes ndo tratados. Havia principamente espécies singulares de organismos
predominantemente Gram-positivos. A presenca de infeccdo no momento da obturagdo dos
canais e 0 tamanho da lesdo foram fatores que influenciaram negativamente o prognostico.

Houve 74% de sucesso nos retratamentos.

D’ Arcangelo, Varvara e Fazio (1999), testaram, in vitro, o efeito do hipoclorito de sodio
nas concentragdes de 5, 3, 1 e 0,5%; e a associacdo de clorexidine e cetrimida sobre cepas de
aerébios-anaerdbios facultativos: Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mitis, Sreptococcus mutans, Sreptococcus salivarius e
Streptococcus sanguis, de anaerdbios estritos:  Actinomyces odontolyticus, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Prevotella melaninogenica e de microaerdfilos.
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Os resultados revelaram ndo haver diferenca entre os
irrigantes testados; todos apresentaram efeito bactericida nos tempos de 10, 20 ou 30 minutos de

contato.

Leonardo et al. (1999), avaliaram a atividade antimicrobiana in vivo do gluconato de
clorexidine a 2%, usado como solucgéo irrigadora de canais radiculares de dentes com polpa
necrosada e lesdo periapical. Foram utilizados vinte e dois canais radiculares de incisivos e
molares de doze pacientes. Depois de realizados 0s acessos aos canais, amostras foram coletadas
com cones de papel estéreis. Os condutos foram entdo instrumentados com limas tipo K e
irrigados com a solucéo de clorexidine, sendo em seguida selados e mantidos assim por 48 horas.
Apés este intervalo de tempo, novas amostras foram obtidas e submetidas a avaliago

microbioldgica e ao teste de efeito residual da solucdo. Houve 100% de reducdo para
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Sreptococcus mutans e 77,78% para microrganismos anaerébios. Foi observada atividade
residual da clorexidine 48 horas ap0s a instrumentacdo. Os autores concluiram gue o gluconato
de clorexidine a 2% pode ser usado como solugdo irrigadora em canais radiculares devido a sua

atividade antimicrobiana.

Siqueira Jr et al. (1999), avaliaram in vitro a reducdo da populacdo bacteriana, por meio
da acdo mecanica da instrumentacdo e da irrigacdo redizada com solugdo salina estéril. Os canais
radiculares inoculados com Enterococcus faecalis foram instrumentados com limas Nitiflex
manuais, limas Greater Taper (GT) e instrumentos Profile rotatérios. Amostras dos canais foram
colhidas antes e depois da instrumentacdo. No grupo Nitiflex, amostras foram tomadas apos 0 uso
de cada lima. Todos os instrumentos e técnicas reduziram de forma significativa o niUmero de
bactérias dos canais radiculares. A lima Nitiflex # 40 foi mais efetiva na eliminagdo de bactérias
gue os demais instrumentos e técnicas testados. Embora os resultados tenham mostrado que a
instrumentacdo e irrigagdo removeram mecanicamente mais de 90% das bactérias dos canais, ndo

houve nenhum caso de remocéo total dos microrganismos.

Buck et al. (2001), compararam trés irrigantes endodonticos quanto a eficacia em matar
bactérias aojadas no interior de tlbulos dentinarios humanos (Figura 2). Canais radiculares de
dentes extraidos foram preparados, esterilizados e infectados com caldo de cultura de
Enterococcus faecalis. Os doze canais infectados foram entdo divididos em quatro grupos e os
trés canais de cada grupo foram expostos por 1 minuto a uma das seguintes substancias:
hipoclorito de sodio a 0,525%; EDTA a 0,2%; Clorexidina a 0,12% e &gua estéril. Foram
avaliadas raspas de dentina de trés diferentes profundidades, dos tercos radiculares cervical,

meédio e apical. O hipoclorito de sodio foi superior as demais substancias. O EDTA e a
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Clorexidina foram mais eficazes que a agua. Em todos os niveisdo canal, maiores quantidades de

bactérias permaneceram viaveis nas regides mais profundas

Figura 2: Microorganismos no interior dos tlbulos dentindrios — MEV - Fonte: Cardoso e
Gongalves (2002)

Peciuliene et al. (2001), avaliaram a ocorréncia e o papel dos fungos, bastonetes entéricos
Gram negativos e espéecies de Enterococcus em dentes com canais obturados e com lesdes
perigpicais crénicas, bem como a acdo antimicrobiana da solucéo irrigadora iodo iodeto de
potassio. Quarenta dentes tratados endodonticamente, com lesdes periapicais e obturacOes
consideradas insatisfatorias foram utilizados neste estudo. Os retratamentos endodénticos foram
realizados em condic¢Oes de assepsia e os materiais obturadores foram removidos apenas com 0
uso de instrumentos manuais. Apos a coleta da primeira amostra microbiol 6gica, os canais foram

limpos e modelados com o auxilio de limas do tipo Hedstréem e irrigados com 10 mL da solugdo
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de hipoclorito de sodio a 2,5% e com 5 mL da solugdo de EDTA a 17%. ApGs o completo
preparo quimico- mecanico dos canais, novas amostras microbiolégicas foram colhidas com o
auxilio de cones de papel absorvente. Os dentes foram entdo divididos em dois grupos de vinte
dentes cada. No grupo A, os canais foram obturados com hidroxido de célcio por 10-14 dias antes
da obturacdo definitiva com cimento endodontico e cones de guta-percha. No grupo B, os vinte
canais foram irrigados por 5 minutos com a solugdo de iodo iodeto de potéssio, antes da
obturacdo definitiva do canal. A terceira amostra microbioldgica foi colhida antes da obturacéo
final dos vinte canais pertencentes ao grupo B. A andlise microbioldgica da primeira coleta das
amostras revelou a presenca de fungos, bactérias entéricas Gram negativas facultativas e espécies
de Enterococcus em 33 dentes. Na segunda amostra bacteriol 6gica observouse a presenca de
bactérias facultativas e Grampositivas anaerdbias em dez canais, enquanto fungos e bactérias
facultativas Gram-negativas ndo foram encontradas. Enterococcus faecalis foram as bactérias
predominantes nas duas amostras. Na terceira amostra, apés irrigacdo final com a solucéo de iodo

iodeto de potéssio, a analise microbiol6gicafoi negativa

Peters et a. (2001), coletaram dois grupos de dentes com periodontite apical em
diferentes localizagbes geogréficas, Holanda (grupo 1) e Escécia (grupo 1), visando estudar as
espécies de bactérias abixadas nos tUbulos dentinarios radiculares. Foram feitas culturas com
amostras de dentina radicular de trés regides entre a polpa e o cemento, denominadas de camadas
A, B e C. Além disso, a dentina de oito dentes do grupo da Escécia foi examinada
histol ogicamente. Usando as culturas microbiol égicas, foram encontradas bactérias em 77% das
amostras do grupo | e em 87,5% das amostras do grupo Il. Na regido mais distante da polpa
(camada C) havia bactérias em 62% das amostras. Nas camadas mais proximas a polpa, foi

encontrado maior nimero de bactérias anaerdbias e bastonetes Gram positivos, bem como uma
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maior quantidade de espécies bacterianas. A andlise histolégica mostrou penetracdo bacteriana
nos tubulos dentinarios de cinco dos oito dentes examinados. Os autores concluiram que, em
mais da metade das raizes infectadas, bactérias estavam presentes na dentina proxima ao cemento
e que culturas anaerdbias de dentina sGo mais sensivels que o método histologico para detectar

estas bactérias.

Siqueira J (2001), realizou uma revisdo da literatura com o objetivo de discutir as
provaveis causas de insucesso da terapia endodéntica, especialmente em dentes com tratamentos
considerados satisfatorios. Muitos casos de falha do tratamento endodéntico se devem a
persisténcia de microrganismos no terco apical dos canais radiculares. Estudos demonstraram
que, parte do espaco radicular, permanece intacto apds O preparo quimico-cirdrgico,
indiferentemente das técnicas e instrumentos empregados, abrigando bactérias e substrato. A
infeccdo extraradicular pode ser outra causa de insucesso, uma vez que microrganismos
estabelecidos em tecidos periapicais sd0 inacessiveis aos procedimentos de desinfeccdo
endodontica.  Além disso, fatores intrinsecos e extrinsecos podem impedir o sucesso do
tratamento, gerando reagcdo de corpo estranho, mesmo na auséncia de microrganismos. O autor
recomenda o retratamento como primeira aternativa para resolugdo dos insucessos e indica
cirurgia periapical nos seguintes casos: necessidade de bidpsia, prognéstico desfavoravel do

retratamento, impossibilidade de tratamento ou retratamento.

Souza (2001), discorreu sobre lesOes refratérias em Endodontia, citando trabalhos que
demonstram predominio absoluto de bactérias anaerdbias no terco apical de canais com lesdo
perigpical. A indicacdo cirlrgica € uma das opcdes para a resolucdo desses casos, pois 0S

microrganismos podem estar alojados em locais de dificil acesso, inclusive em regides extra-
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radiculares. O autor propde uma técnica de limpeza ativa do forame como aternativa ao
procedimento cirdrgico. Foram tratados dez dentes uni, bi ou tri-radiculares, todos com leséo
periapical de tamanhos variados. Instrumentacdo vigorosa foi realizada por duas ou trés limas
tipo K, de calibres crescentes, ultrapassando o forame apical. Em seguida, uma lima tipo H, de
calibre igual ao da Ultimalima K, também foi utilizada para “raspar” as paredes do forame. Apo6s
o preparo, foram feitas irrigaces seqienciais com hipoclorito de sodio a 2%, solucdo anestésica,
EDTA a 17%, hipoclorito de sodio a 2% e solucdo anestésica, sendo finalmente colocada
medicacdo intracanal com hidroxido de célcio. O autor obteve reparo nos dez casos e concluiu
que as lesdes tidas como refratérias, normalmente indicadas para cirurgia, devem ser tratadas

endodonticamente através da limpeza ativa do forame.

Vaera, Rego e Jorge (2001), pesquisaramin vitro o efeito do hipoclorito de sodio a 1% e
das seguintes medicagOes intracanal: Calen, paramonoclorofenol canforado, solucdo de bdato de
iodo a 2%, tricresol formalina e Calen com paramonoclorofenol canforado sobre Candida
albicans presente no interior de canais radiculares. Verificaram que apenas o paramonoclorofenol
canforado foi efetivo em 100% das amostras. Ressaltaram ainda a importancia da aplicacéo de
medicacdo intracanal para eliminar microrganismos que podem ser resistentes ao tratamento

endodoéntico convencional .

Ferguson, Hatton e Gillespie (2002), realizaram um estudo in vitro para determinar a
suscetibilidade de Candida albicans a varios irrigantes e medicagdes intracanal. A concentragcéo
minima inibitéria (CMI) do hipoclorito de sddio (NaOCl), peréxido de hidrogénio (H20),
digluconato de clorexidine e hidroxido de calcio [Ca(OH).] aguoso necesséria para destruir um

inbculo padrdo de Candida albicans foi determinada. O NaOCI, H,O, e digluconato de
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clorexidine foram efetivos com as CMIs <10 pg/mL, 234 pg/mL e <0,63 pg/mL,
respectivamente. O Ca(OH), aquoso néo foi efetivo. A pasta de Ca(OH), e o paramonoclorofenol
canforado quando mantidos em contato direto com Candida albicans apresentaram atividade

antifungica.

Siqueira Jr et d. (2002), estudaram, através da microscopia eletronica, o padréo de
colonizagdo da dentina radicular por cinco espécies de fungos. Candida albicans, Candida
glabrata, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis e Saccharomyces cerevisiae. Candida
albicans colonizou a maioria das amostras, enquanto as outras quatro especies apresentaram
discreta ou nenhuma colonizacdo da dentina radicular. Candida albicans mostrou diferentes
padrdes de infeccdo da dentina. Em algumas amostras, a colonizacdo da superficie dentinaria foi
leve e ndo foi observada nenhuma penetracdo no interior dos tdbulos dentinérios. Em outras
amostras, algumas areas das paredes do canal radicular foram recobertas por densas colonias e
alguns tubulos foram severamente infectados. Os autores acreditam que os resultados obtidos
podem gjudar a explicar o fato de Candida albicans ser a espécie de levedura mais comumente

encontrada nas infec¢es endodonticas.

Sunde et al. (2002), pesquisaram a microbiota periapical de 36 dentes com periodontite
apica refrataria. Nenhum dos dentes respondeu ao tratamento endodéntico convencional nem ao
tratamento a longo prazo com Ca(OH),. O estudo demonstrou que uma ampla variedade de
microrganismos, compreendendo bactérias anaerobias estritas e facultativas, assm como fungos,
permaneceram nas lesbes refratérias mesmo apds longos periodos de tratamento com Ca(OH)s».
Das bactérias isoladas, 79,5% eram Grampositivas e 51% eram anaerébias. Microrganismos

facultativos como  Saphylococcus, Enterococcus, Enterobacter, Pseudomonas,
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Senotrophomonas, Sohingomonas, Bacillus ou Candida estavam presentes em 75% das lesGes.
Das 36 lesdes, uma unica cultura foi negativa, 33 foram polimicrobianas e 2 revelaram apenas

uma espécie bacteriana.

Pinheiro et al. (2003), identificaram a microbiota presente no interior de canais radiculares
de sessenta dentes com lesdo periapical, selecionados para o estudo. Durante o retratamento, o
material obturador foi removido usando brocas Gates-Glidden® e limas endodonticas, sem o
auxilio de solventes quimicos. Foi realizada irrigagdo com solucéo salina estéril para remogédo do
material remanescente e umidificacdo do canal. Avangadas técnicas microbioldgicas, para
espécies anaerdbias, foram empregadas para a coleta das amostras mcrobianas, isolamento e
determinacdo das espécies. A associacdo dos achados microbioldgicos com aspectos clinicos
também foi pesguisada. Em 51 canais havia microrganismos e, na maioria dos casos, uma ou
duas cepas foram isoladas de cada cana. Dessas espécies microbianas isoladas, 57,4% eram
anaerobias facultativas, 42,6% anaerobios obrigatorios e 83,3% bactérias Gram positivas.
Enterococcus faecalis foi a espécie bacteriana mais comumente isolada. Infecches
polimicrobianas e anaerdbios obrigatérios foram freqlientemente encontrados em canais de

dentes obturados sintomati cos.

Siqueira Jr et a. (2003), avaliaram a efetividade de quatro medicagdes intracanal em
desinfetar a dentina radicular de dentes bovinos infectados com Candida albicans. As substancias
utilizadas foram hidréxido de céalcio/glicerina; hidroxido de cécio/digluconato de clorexidine a
0,12%,; hidroxido de calcio/paramonaoclorofenol canforado/glicering; e digluconato de clorexidine
a 0,12%/6xido de zinco. O contato das amostras com estas medicacdes se deu por 1h, 2 diase 7

dias. Os exemplares tratados com Ca(OH),/PMCC/glicerina ou com clorexidine/éxido de zinco
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foram completamente desinfetados ap0s uma hora de exposicdo. O Ca(OH)J/glicerina foi
totalmente efetivo somente apds sete dias de exposicdo. O Ca(OH), misturado com clorexidine

foi ineficaz mesmo apds uma semana de contato.

Ates, Akdeniz e Sem (2005), avaliaram os efeitos antiflingicos de quelantes de calcio e de
agentes de ligacdo ao cécio sobre Candida albicans, comparados aos agentes antifungicos
convencionais. Trés cepas de Candida albicans foram usadas sendo uma padrédo, uma cepa de
cavidade ora e uma de canal radicular. As solugdes testadas foram: écido etilenodiamino-
tetracético (EDTA), acido etilenoglicottetracético (EGTA), fluoreto de sddio (NaF), tetrafluoreto
de titénio (TiF4), nistatina e cetoconazol. Um método de diluicdo foi empregado para determinar
a concentracdo minima inibitoria das solucfes testadas, isto € a menor concentragdo que inibiu o
crescimento visivel da cultura em caldo. Além disso, foi determinada a concentragdo minima
fungicida das solugbes, que significa a menor concentragdo que inibiu completamente o
crescimento das cepas em placas de agar. As trés cepas demonstraram padrfes similares de
susceptibilidade. Depois do cetoconazol, o EDTA foi a solugdo que teve maior atividade
fungicida, seguido pelo TiF4. O EGTA e o NaF foram os antifingicos menos eficientes. Os
autores destacaram que apesar da forte acdo antifingica demonstrada pelo EDTA e TiF 4, essas
solugbes ndo devem ser utilizadas rotineiramente na terapia endodontica, pois apresentam
atividade antibacteriana limitada. Entretanto, podem ser recomendadas como dternativa na
irrigacdo de condutos radiculares com infecgdo persistente e em canais de pacientes com alta

incidéncia de candidose oral.

Oztan et a. (2006), avaliaram a agdo de cones de guta percha contendo medicac&o

intracanal sobre microrganismos resistentes as terapias convencionais. Foram utilizados cones
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contendo hidréxido de célcio (Calcium Hydroxide Plus Points), diacetato de clorexidina (Activ
Points) ou a combinacdo hidroxido de célcio-clorexidina (CHX/Ca Combi Points) testados em
culturas puras de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis,
Saccharomyces cerevisiae e Enterococcus faecalis. Aliquotas de microrganismos (100uL)
suspensos em soro humano diluido foram transferidas para tubos de Eppendorf contendo dois
pedacos de uma das variedades de cones de guta percha. Os tubos foram entéo incubadas por até
duas semanas e um tubo foi removido da estufa apds 1, 2, 3, 4, 7 e 14 dias, tendo sua suspensao
diluida, plaqueada e incubada para posterior contagem de UFC/mL. Os cones contendo hidroxido
de célcio ou clorexidina ndo exibiram atividade antimicrobiana suficiente, exceto sobre
Saccharomyces cerevisae. Os cones contendo a combinacdo hidréxido de célcio/clorexidina
destruiram completamente a maioria dos microrganismos, apenas E. faecalis e C. parapsilosis
foram resistentes aos cones até mesmo no periodo de quatorze dias. Os autores concluiram que a
combinacdo hidréxido de célcio/clorexidina tem acdo antimicrobiana sinérgica sobre alguns

fungos.

2.2. Terapia fotodindmica

A luz tem sido empregada no tratamento de doencas desde a antiguidade. Povos do Egito,
india, China e Grécia usavam a luz do sol para tratarem de doencas de pele, como psoriase,
vitiligo e cancer. No inicio do século passado, 0 médico dinamarqués Niels Finsen descreveu o
sucesso do tratamento da variola usando luz vermelha, o que impediu a supuracdo das pustulas.
Ele também utilizou luz ultravioleta para tratar tuberculose cutdnea. Em 1900, o aluno de
medicina Oscar Raab e seu professor Herman von Tappeiner, durante um estudo dos efeitos da

acridina sobre paramécio, descobriram que a combinacdo da acridina vermelha com a luz era letal
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para este protozodrio causador da maldria. No mesmo ano, o neurologista francés Prime usou a
eosina oral no tratamento de epilepsia. Ele descobriu que este tratamento induziu dermatite nas
areas da pele expostas a0 sol. Esta descoberta levou von Tappeiner e o dermatologista Jesionek a
usarem a eosina topica e luz branca para tratar tumores cutaneos. Em 1907, von Tappeiner e
JodIbauer demonstraram a necessidade da presenca de oxigénio nas reagoes de fotossensitizacdo
e introduziram o termo “acdo fotodindmica’ para descrever este fendbmeno (ACKROYD et 4.,

2001).

Dobson e Wilson (1992), realizaram estudo in vitro para determinar se biofilmes de
Sreptococcus sanguis, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans poderiam ser sensitizados por corantes para posterior destruicdo pela luz
de um laser de baixa poténcia. O azul de O-Toluidina e o azul de metileno foram capazes de
sensitizar 0s quatro microorganismos testados para serem destruidos pela exposicdo de 30
minutos ao laser de HeNe Porém, os corantes Ftalocianina dissulfonada de aluminio, HCI
hematoporfirina e éster de hematoporfirina somente foram efetivos em sensitizar alguns dos
microorganismos testados. Tais resultados, segundo os autores, sugeriram que a terapia

fotodinamica pode ser eficaz na eliminacdo de bactérias periodontopatogénicas da placa dental.

Wilson e Mia (1993), realizaram um estudo para verificar se Candida albicans e outras
espécies de Candida, responsaveis pelas candidoses associadas ao HIV, poderiam ser destruidas
através da terapia fotodin@mica. Os lasers utilizados foram 0 HeNe com poténcia de saida de 7,3
mW e ? de 632,8 nm e 0 GaAs com poténcia de saida de 11 mW e ? de 660 nm. O laser HeNe
foi utilizado com os fotossensitizadores cristal de violeta, azul de O-Toluidina, éster

dihematoporfirina e tionina, enquanto o laser GaAs foi associado a0 azul de metileno e
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ftalocianina dissulfonada de aluminio. A associagcdo do laser HeNe com azul de O-Toluidinafoi a
mais eficaz na reducdo de coldnias vidvels. O laser GaAs foi pouco eficiente, ja que sua

densidade de energia no tempo de 120 segundos, foi bem menor que a do HeNe.

Soukos et al. (1996), pesquisaram os efeitos do laser HeNe em células epiteliais orais e
fibroblastos na presenca de azul de O-Toluidina in vitro. O experimento foi realizado com a
finalidade de encontrar uma janela terapéutica na qual as bactérias pudessem ser destruidas sem
danos ao tecido adjacente. Streptococcus sanguis foi usado como microrganismo-teste, por ser
uma das espécies mais comumente encontradas na placa dental. O azul de O-Toluidina mostrou
se citotoxico em baixas concentragoes (5,0 pg/ml). A sensitizac@o de queratindcitos e fibroblastos
com 2 e 5,0 pg/ml de azul de O-Toluidina, respectivamente, por 5 minutos e exposi¢ao ao laser
HeNe de 7,3 mW, por 2 minutos, ndo reduziu a viabilidade celular. Entretanto, a morte do
Sreptococcus sanguis ocorreu apds exposicao ao laser HeNe por 75 segundos na presenca de

azul de O-Toluidina na concentragéo de 2,5 pg/ml.

Walsh (1997), apresentou uma revisdo das aplicagOes do laser de baixa poténcia no
tratamento da hipersensibilidade dentinaria e da dor proveniente do ligamento periodontal e
descreveu a fotossensitizacdo letal com laser, aplicada no tratamento da carie dentaria. Os lasers
de ata poténcia geram calor que pode oferecer riscos de injuria térmica ao tecido pulpar,
enguanto os lasers de baixa poténcia ndo produzem variacdo térmica que possa causar inflamacéo
ou necrose pulpar. Os lasers de baixa poténcia apresentam normal mente val ores de poténcia entre
10 e 50 mW, quando medida no nivel do laser diodo, mas a poténcia final utilizavel na peca de
mao € menor, devido as perdas do sistema de entrega. Por esta razdo a calibragdo do laser usando

um medidor externo de poténcia é importante para a garantia da correta mensuracdo. O autor
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concluiu que para a efetiva aplicacdo dos lasers de baixa poténcia € necesséria a padronizagdo dos

protocol os de tratamento.

Bhatti et al. (1997), realizaram in vitro um estudo do efeito de fatores dosimétricos e
fisiolégicos na fotossensitizacdo letal de Porphyromonas gingivalis, usando azul de O-Toluidina
e laser HeNe. Os fatores dosmétricos avaliados foram: concentragdo de TBO, tempo de pré-
irradiacéo e dose de luz. A destruicéo de bactérias diminuiu com o aumento da concentracéo do
corante, porém de forma estatisticamente ndo significativa. Um aumento no tempo de pré-
irradiacdo elevou discretamente a propor¢ao de bactérias eliminadas. Houve 100% de eliminacéo
das bactérias com a dose de energia de 4,4 J, mas uma destruicéo substancial (99,99%) foi obtida
com a menor dose de energia utilizada (87,6 mJ). Os fatores fisiologicos estudados foram
presenca de soro, pH e fase de crescimento bacteriano. Embora o exterminio das bactérias tenha
sido substancial na presenca de soro, foi significativamente menor que o obtido na presenca de
sdliva. Grande destruicdo foi alcangada nos trés valores de pH (6,5; 7,3; 8,0). As células nas trés
fases de crescimento foram susceptiveis a fotossensitizacdo letal, porém as células da fase

estacionaria foram levemente menos susceptivels.

Wood et a. (1999), avaliaram, in vitro, o uso da terapia fotodinamica para eliminacéo de
bactérias em biofilmes formados in vivo. Para tanto, utilizaram uma ftalocianina cationica e luz
branca de uma lampada de filamento de tungsténio. Verificaram que houve dano consideravel as
bactérias do biofilme. Além disso, os biofilmes tratados apresentaram se mais delgados e com
estrutura diferente daguela dos biofilmes de controle. Os resultados demonstraram o valor

potencia da terapia fotodindmica no controle de biofilmes orais.
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Bhatti et al. (2000), realizaram estudo para determinar se a conjugacdo do azul de O
Toluidina com anticorpo poderia ser usada para especificamente marcar Porphiromona gingivalis
para fotossensitizagdo letal na presenca de Streptococcus sanguis ou fibroblastos gengivais
humanos. Quando uma mistura de Porphiromona gingivalis e Streptococcus sanguis foi exposta
ao TBO eirradiada com laser HeNe, houve reducdo na contagem de microrganismos viaveis, 1,5
e 4,0-log-unidades, respectivamente. Ja quando o TBO foi conjugado com anticorpo de P.
gingivalis as reducfes nas contagens de viaveis de P. gingivalis e S. sanguis elevaramse a5,0 e
0,1 logie-unidades, respectivamente. A conjugacéo TBO-anticorpo foi também mais efetiva na

reducdo de P. gingivalis na presenca de fibroblastos gengivais humanos, que o TBO puro.

Konig et al. (2000), descreveramum novo método para inativacdo bacteriana, baseado na
excitacdo optica de porfirinas fotossensitizadoras endogenas, por luz vermelha. Particularmente, a
porfirina produzida pelas espécies patogénicas Gramtpositivas Propionibacterium acnes,
Actinomyces odontolyticus e Porphyronomas gingivalis foi pesquisada. Espectroscopia
autofluorescente revelou que estas bactérias sintetizam naturamente o fotossensitizador
protoporfirinal X. Col6nias destas bactérias foram expostas a luz vermelha de ? de 632,8 nm, 100
mW/cn? de intensidade de luz e densidade de energia de 360 Jcn? de um laser de HeNe. Houve
destruicdo significativa nas trés espécies testadas mesmo apds um Unico fototratamento. Os
resultados sugeriram que o tratamento com luz vermelha pode ser potencialmente empregado
como método terapéutico para inativacdo de espécies patogénicas de bactérias produtoras de

porfirina sem o uso de fotossensitizadores externos.

Sibata et a. (2000), discutiram um novo conceito em terapia de doencas neoplésicas e ndo

neoplésicas. Segundo os autores, a terapia fotodinamica envolve ativacédo por luz, na presenca de
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oxigénio molecular, de certos corantes que sdo absorvidos pelos tecidos. Os autores discutiram 0
mecanismo de interacdo dos fotossensitizadores e da luz, além dos efeitos produzidos no “tecido-
alvo”. Fizeram consideragOes sobre o uso clinico da PDT e sobre os novos fotossensitizadores
que estdo sendo desenvolvidos. Concluiram que a terapia é potencialmente efetiva e segura para
tratamento de alguns tipos de cancer e de certas condi¢des benignas, podendo ser usada como
coadjuvante da cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Ressaltaram, porém, que para ser incluida
na prética clinica, a PDT deve ser mais pesquisada para padronizacdo do tratamento e

estabel ecimento de protocol os.

Ackroyd et a. (2001), fizeram uma revisdo da origem e desenvolvimento da fotodetecgéo
e da terapia fotodindmica desde a antiglidade até o presente momento. Os cientistas Raab, Von
Tappeiner e Finsen foram pioneiros na utilizacdo da combinacdo de luz e drogas com finalidade
terapéutica. Posteriormente, a producéo de porfirinas e a subseqiente descoberta das suas
propriedades de localizacdo de tumores e efeitos fototOxicos sobre tecidos tumorais levaram ao
desenvolvimento da moderna tergpia fotodindmica. Atuamente, esta tergpia esta sendo
empregada no tratamento de tumores desempenhando papel curativo em cénceres iniciais e
paliativo nos avancados. Ao final da revisdo, os autores essaltaram a necessidade de novas
pesquisas para aperfel coamento dos fotossensitizadores no que diz respeito a seletividade, efeitos

colaterais, toxicidade sistémica e duracéo da fotossensitividade.

Usacheva, Teichert e Biel (2001), avaliaram a eficécia bactericida do azul de metileno e
do azul de toluidina sobre diferentes bactérias, na presenca e na auséncia de luz. Foram testados
0S seguintes microrganismos. Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae, Enterococcus

faecalis, Hemophilus influenzae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. As fontes de luz
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vermelha utilizadas foram um laser de Argbnio de 630 nm e um laser diodo de 664 nm. Os
efeitos da concentracéo do corante, tempo de incubac&o na auséncia de luz, densidade de energia
e densidade de poténcia do laser na destruicdo de diferentes bactérias foram analisados. O azul de
toluidina exibiu maior atividade bactericida que o azul de metileno, tanto na presenca quanto na
auséncia de luz. A fotodestruicdo completa das bactérias foi dcangada com o azul de toluidina
em concentragdes 1,5 a 7 vezes menores que as do azul de metileno. O aumento da densidade de
energia e da densidade de poténcia, mantendo a concentracéo do corante constante, resultou em

maior destruicdo das bactérias.

Zeinaet a. (2001), estudaram a destruicdo microbiana através da terapia fotodinamica in
vitro. Para tanto, utilizaram uma combinacdo de azul de metileno (100 pg/ml) e luz visivel (42
mW/cnt) e algumas espécies microbianas representativas daguel as encontradas na pele saudavel
e doente como Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium
minutissimum, Propionibacterium acnes e Candida albicans Este estudo mostrou que todas as
espécies testadas foram susceptiveis aterapia fotodindmica, mas as espécies eucaribticas como
Candida albicans foram menos susceptiveis a destruicdo que as bactérias procaridticas. Os
autores concluiram que a terapia fotodindmica na pele pode representar uma alternativa ao

tratamento antimicrobiano convencional.

Komerik e Wilson (2002), avaliaram o efeito de fatores fisioldégicos e ambientais na
susceptibilidade de algumas bactérias a destruicdo mediada pelo azul de O-toluidina. Suspensdes
de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae em saliva humana, soro
de cavalo e sdina foram expostas a luz do laser Hélio/Nebnio, na presenca do azul de O

toluidina. Suspensdes adicionais das mesmas bactérias em diferentes fases de crescimento e
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diversos pHs foram tratadas de forma idéntica. O nimero de bactérias viaveis em cada caso foi
determinado antes e depois do tratamento. As trés espécies de bactéria foram susceptiveis a
fotossensitizagdo letal nas condicOes testadas. A presenca de soro e, em menor grau, de saliva
diminuiram o nivel de morte bacteriana. O efeito bactericida foi reduzido em pH écido, mas ndo

foi afetado pelafase de crescimento da bactéria.

Sed et d. (2002), testaram in vitro a acdo da fotossensitizacdo letal e da irrigacdo com
hipoclorito de sodio sobre biofilmes de Sreptococcus intermedius em canais radiculares,
objetivando comparar a destruicéo bacteriana promovida pelos dois métodos. Foram utilizados 35
dentes humanos unirradiculares extraidos, inoculados com Streptococcus intermedius e incubados
por 48 horas para formacdo do biofilme. Os dentes foram entdo submetidos a irrigagdo com
hipoclorito de sodio a 3% ou a fotossensitizacdo leta usando vinte combinacbes de 4
concentracdes do azul de O-toluidina (12.5, 25, 50 ou 100 pgmL 1) e 5 doses de energia do laser
(2.1, 3.2, 4.2, 10.5 e 21 J). Foi utilizado um laser HeNe de 35 mW aplicado na cavidade de acesso
a0 cana radicular sem a introducdo de fibra Optica no interior do conduto. A acéo isolada do laser e
do azul de O-toluidina também foi testada. A combinac&o de 100 ugmL " de TBO e 21 J de energia
alcancou a reducdo maxima de bactérias vidvels (5 logo CFU). O TBO e o laser utilizados
isoladamente apresentaram efeito moderado sobre as bactérias. O hipoclorito de sodio a 3% usado
por 10 minutos destruiu completamente as bactérias. Portanto, a fotossensitizac&o letal teve efeito
sobre biofilmes de Streptococcus intermedius em canais radiculares, embora ndo tenha sido téo

efetiva quanto airrigagdo com hipoclorito de sodio a 3%.

Simplicio, Maionchi e Hioka (2002), fizeram um historico da terapia fotodindmica e

discorreram sobre as caracteristicas dos farmacos usados nesta terapia. A combinacdo droga mais
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luz esta sendo utilizada para tratamento do cancer e de outras doencas como: degeneracdo
macular da retina, psoriase, artrite reumatéide sistémica, micoses fungoides, infestacOes
bacterianas, arteriosclerose, entre outras que apresentam como caracteristica comum um
crescimento anormal de tecidos. Algumas das propriedades que as drogas fotoativas devem
possuir sdo: caracteristicas fotofisicas favoraveis; baixa toxicidade no escuro; fotossensibilidade
ndo prolongada; farmacocinética favorével; simplicidade na formulagdo, reprodutibilidade e ata
estabilidade do formulado; facilidade de manuseio sintético; facilidade de obtencdo em escala
industrial; alta afinidade e penetracdo no tecido doente em detrimento do tecido saudavel
(seletividade). A primeira droga oficialmente aprovada para PDT pela Food and Drug
Administration foi o Photofrin®, seguido pelo Levulan®Kerastick e Visudyne®. Os autores
destacaram ainda que a PDT também pode ser utilizada como método de diagndstico precoce do
cancer, uma vez que muitos dos fa&rmacos usados, dém de apresentarem propriedades tumor-

sdletivas, exibem forte emissio de fluorescéncia.

Garcez et a. (2003), abordaram as principais indicagbes da terapia fotodindmica na
odontologia, assm como os principais corantes e fontes de luz encontrados na literatura.
Concluiram que a terapia fotodindmica € um eficiente método de reducéo bacteriana, mostrando-
se mais eficiente em infecgdes localizadas, de pouca profundidade e de microbiota conhecida. Em
vista do exposto, seu uso em diversas areas odontologia é bastante indicado, ndo devendo,
contudo, ser encarada como substituta de qualquer tratamento convencional, mas ssm como uma
terapia complementar e eficiente no tratamento de lesdes e infecgOes bucais. Os autores
ressaltaram que a terapia fotodindmica néo provoca resisténcia bacteriana, apresenta baixo custo,

minimos efeitos colaterais e auséncia de efeitos sistémicos.
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Komerik et al. (2003), realizaram um estudo em ratos para verificar se a fotossensitizagdo
letal, mediada pelo azul de toluidina, é eficaz sobre Porphyromonas gingivalis Os autores
também avaliaram o efeito da terapia na reducdo da perda éssea alveolar, caracteristica da
periodontite. O azul de toluidina foi utilizado nas concentragdes de 0,01; 0,1 e 1 mg/mL. O laser
diodo de 630 nm foi aplicado por uma fibra éptica nas doses de 6, 12, 24 e 48 J. Molares de
maxilares de ratos foram inoculados com Porphyromonas gingivalis e expostos ao laser, na
presenca do azul de toluidina. O nimero de bactérias sobreviventes foi entdo determinado e as
estruturas periodontais foram examinadas, para verificagdo de algum possivel dano. Reductes
significativas no nimero de microrganismos viaveis foram alcangadas com todas as combinacdes
dose do laser/concentracdo do fotossensitizador utilizadas. Destruicdo total das bactérias foi
observada quando o azul de toluidina na concentragdo de 1 mg/mL foi usado com todas as doses
de laser. No exame histolégico, ndo foi detectado nenhum efeito adverso nas estruturas
periodontais. Em um grupo adicional de animais, trés meses apOs a aplicacdo da terapia
fotodindmica, os ratos foram sacrificados e o nivel 0sseo aveolar dos molares foi avaliado. A
perda Ossea nos animais submetidos a fotossensitizacdo foi significativamente menor que a
observada no grupo controle. Os resultados do estudo mostraram que a terapia fotodinamica é

possivel in vivo e que diminuiu a perda 0ssea.

Shibli et a. (2003), avaliaram, através da andlise de culturas bacterianas, a viabilidade de
microrganismos apds a fotossensitizacdo letal, usada no tratamento de periimplantite induzida em
caes. A inducdo foi realizada atravé s da colocagéo de ligadura de algoddo em torno dos implantes,
por um periodo de dois meses. Fezse entdo debridamento dos tecidos, lavagem das superficies dos
implantes com solugdo salina e coleta da primeira amostra microbiolégica. Em seguida, foi

injetado azul de O-toluidina préximo a margem 6ssea com uma agulha fina. O corante foi deixado
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no local por um minuto e depois foi cuidadosamente removido. A &rea corada foi irradiada com
laser diodo AlGaAs com poténcia de saida de 50 mW, comprimento de onda de 685 nm, por 80
segundos e dose de energia de 4 J. As superficies mesia, distal, vestibular e lingual foram
irradiadas por 20 segundos cada, perfazendo o total de 80 segundos. A segunda amostra
microbiolégica foi entdo obtida. As médias iniciais e finais de contagem bacteriana foram
respectivamente 7.22 + 0.20 e 6.84 + 0.44 CFU/mL para contagem total de vidvels; 6.19 £ 0.45 e
3.14 + 3.29 CFU/mL para Prevotella intermedia/nigrescens; 5.98 + 0.38 e 1.69 + 2.90 CFU/mL
para Fusobacterium spp.; 6.07 £ 0.22 e 1.69 + 2.94 CFU/mL para Streptococcus beta- hemoliticos.
Os autores concluiram que o tratamento microbioldgico da periimplantite pela fotossensitizacéo
letal reduziu ou eliminou, em algumas amostras, 0s microrganismos periodontais envolvidos nesta

condicdo patol 6gica.

Zanin et d. (2003), através de uma revisdo da literatura, demonstraram que a terapia
fotodindmica, inicialmente idealizada para o tratamento do céncer, esta sendo aplicada na
odontologia, pois € eficaz na reducdo de bactérias orais relacionadas ao desenvolvimento das
lesbes de carie e doenca periodontal. Os autores descreveram como vantagens desta técnica: a
morte da célula bacteriana pode ser rdpida, ndo sendo necesséria a manutencdo do agente quimico
em altas concentracOes sobre as lesdes por longos periodos de tempo, como ocorre com 0 uso dos
antibidticos, a terapia pode ser confinada a area da lesdo pela aplicagdo tdpica cuidadosa do
corante e restricdo dairradiacdo por meio de fibra dptica; custo reduzido comparado ao dos lasers
de alta poténcia; caréter atraumético da terapia. Destacaram como uma das limitagdes da técnica,
a auséncia de parametros definidos para que a terapia fotodinamica seja efetiva na eliminacéo das

bactérias presentes em biofilmes, onde sdo mais resistentes do que aquelas crescidas em caldo de
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cultura. Concluiram que estudos laboratoriais mais precisos devem ser realizados antes que essa

terapia possa ser aplicada clinicamente em humanos.

Souza et d. (2006), avaliaram os efeitos da terapia fotodindmica na viabilidade de
Candida albicans, Candida dubliniensis Candida krusei e Candida tropicalis em suspensdes
padronizadas contendo 10° células vidveis por mL. Para cada espécie, dez amostras foram
irradiadas com laser diodo (685 nm, 28 Jcnf) na presenca do corante azul de metileno (0,1
mg/mL), dez amostras foram tratadas apenas com azul de metileno, dez amostras foram
irradiadas com laser na auséncia do corante, dez amostras ndo foram irradiadas nem tratadas com
corante. Diluigdes seriais foram obtidas de cada amostra e aiquotas de 0,1 mL de cada diluicdo
foram plagueadas em duplicata em agar Sabouraud. Apods incubacdo por 48 horas a 37 °C, foi
realizada a contagem do nimero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL). Candida
tropicalis apresentou reducdo no nimero de UFC/mL quando tratada apenas com laser. As
demais especies ndo foram afetadas nem pela agdo isolada do laser nem pela exposicao ao azul de
metileno. A radiacdo laser na presenca do azul de metileno reduziu o nimero de UFC/mL em
88,6% para C. albicans 84,8% para C. dubliniensis, 91,6% para C. krusei e 82,3% para C.
tropicalis Os autores concluiram ent&o que a fotoativacdo do azul de metileno pelaradiacéo laser

de 685nm apresentou efeito fungicida em todas as espécies de Candida estudadas.
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3. MATERIAL EMETODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Vae do
Paraiba — UNIVAP sob Protocolo L150/2004, aprovado em 11 de novembro de 2004. Segue as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa, conforme Resolucdo n° 196/96 do Conselho
Nacional de Saide (ANEXOA).

Este trabalho experimental foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias da Salde, nos
Laboratorios de Microbiologia e de Endodontia do Curso de Odontologia da Universidade do
Vae do Paraiba— UNIVAP.

Para realizac8o deste estudo foram utilizados 112 dentes bovinos unirradicul ares extraidos

de animais abatidos para comercializacéo da carne, conforme laudo veterinario (ANEXO B).

3.1 O equipamento laser

Foi utilizado o equipamento laser de Arseneto de Gaio Aluminio (modelo KO-650,
Kroman®, Sdo Paulo, Brasil — Figura 3), comprimento de onda 685 nm e poténcia de 50 mW,
conforme informagdes fornecidas pelo fabricante.

A poténcia de saida do equipamento foi de 40 mW e com o uso do sistema de fibra dptica
fornecido pelo fabricante (Figura 4) foi reduzida para 5 mW. Essa afericdo foi realizada com um

medidor de poténcia Melles Griot® modelo 13PEM 001 devidamente calibrado (Figura5).



Figura 3: Aparelho laser Kroman®.

Figura 4. Fibra Optica acoplada a peca de méo,
desenvolvidapelo fabricante Kroman®.

T

Figura 5: Medidor de poténcia Melles Griot®.

45
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Utilizando o mesmo aparelho foi desenvolvido um sistema de acoplamento de fibra
Optica no Laboratério de Aplicagdes de Lasers de ata poténcia em Bioengenharia do Instituto de
Pesguisa e Desenvolvimento — IP&D (Figura 6) que apresentou poténcia de saida de 15 mW,

aferida pelo medidor supracitado.

Figura 6: Sistema de acoplamento realizado no IP&D.

3.2 O fotossensitizador

Dos corantes pesquisados por Garcez (2002), o azuleno 25% foi 0 que apresentou a banda
de absor¢cdo mais proxima ao comprimento de onda do laser AlGaAs e também foi o mais
eficiente na reducdo bacteriana. Porém, nesta concentracéo, o azuleno provoca manchamento da
dentina e dificuldade na sua remocéo. Para evitar tais inconvenientes o autor sugeriu a associagao
do corante a pasta Endo-PTC (F&A Laboratdrio Farmacéutico Ltda). Este creme foi
desenvolvido por Paiva & Antoniazzi (PAIVA; ANTONIAZZI, 1993) e apresenta a seguinte

composicdo: Perdxido de uréia (10%), Tween 80 (15%) e o veiculo Carbowax (75%).
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3.3 Estudo piloto - manchamento dos dentes

Tendo em vista que 0 uso intracana de corantes provoca manchamento da dentina, sendo
dificil a remoc&o dos mesmos apds o tempo de pré-irradiacdo, este estudo piloto foi reaizado
com o objetivo de verificar se a associagdo do azuleno 25% ao creme de Endo-PTC facilitava a
remocao do corante e limpeza dos dentes.

Cirurgias de acesso tradicionais foram realizadas em doze dentes unirradiculares bovinos,
previamente imersos por 48 horas em hipoclorito de sodio 0,5%. As cirurgias de acesso foram
realizadas com brocas esféricas diamantadas (HL 1016 KG-Sorensen®). Em seguida, os dentes
foram esvaziados com limas Hedstrden #50 (Dentsply®), irrigados com 2 mL de liquido de
Dakin e secos com cones de papel absorvente #50 (Dentsply®). Os canais e as camaras pulpares
de seis dentes foram comp letamente preenchidos com azuleno 25% associado ao creme de Endo-
PTC e os outros seis dentes receberam apenas 0 azuleno 25%. Apds 5 minutos, correspondentes
a0 periodo de pré-irradiacéo, todos os dentes foram irrigados com 5 mL de liquido de Dakin, no
intuito de promover remocdo mecanica e quimica, por efervescéncia, do corante. Verificou-se
por meio de andlise visual, que a remogdo da associacdo corante/Endo-PTC foi efetiva, enquanto

nos dentes que receberam apenas corante observou-se 0 manchamento das coroas.

3.4 Padronizag&o do protocolo

3.4.1 Acdo daterapia fotodinamica em culturas de Candida albicans em tubos de ensaio.

A cepa padréo de Candida albicans (ATCC 10231) foi inoculada em 48 mL de caldo

Sabouraud (DIFCO), de acordo com aescala0,5 de Mac Farland (5x10° UFC/mL) e aiquotas de
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1,2 mL foram pipetadas e transferidas para quarenta tubos de ensaio. Em seguida, de cada tubo
retirorse 0,2 mL de cado contaminado e plaqueouse em &gar Sabouraud (DIFCO) para
confirmacdo da viabilidade das leveduras (Grupo controle).

Os quarenta tubos de ensaio, comprovadamente contaminados com a suspenséo de
Candida albicans, foram entéo divididos em quatro grupos de 10 tubos cada um:

Grupo 1: os dez tubos receberam 1 mL de solugdo de hipoclorito de sddio a 1% por 15
minutos e amostras de 0,2 mL foram colhidas e plaqueadas para verificagdo da acdo dessa
substancia sobre os fungos.

Grupo 2: osdez tubos foram irradiados com o laser diodo de AlGaAs 685 nm, 40 mW, 3
minutos, do fundo para a abertura do tubo; amostras de 0,2 mL foram colhidas e plaqueadas para
observagao da acdo isolada do laser sobre os microrganismos.

Grupo 3: os dez tubos receberam 1 mL, por tubo, da pasta azuleno 25% / Endo-PTC.
Realizouse a mistura no vortex e, apés 5 minutos, amostras de 0,2 mL foram colhidas e
plaqueadas, com o intuito de se observar a acdo isolada do fotossensitizador.

Grupo 4: os dez tubos receberam 1 mL, por tubo, da pasta azuleno 25% / Endo-PTC.
Realizou-se a mistura no vortex e apds 5 minutos, periodo pré-irradiacéo, os dez tubos foram
irradiados com o laser AlGaAs com os seguintes parametros 685 nm, 40 mW por 3 minutos do
fundo para a abertura do tubo (Figura 7). Em seguida, os tubos foram novamente colocados no
vortex e amostras de 0,2 mL foram colhidas, plaqueadas eincubadas a 35°C por 48 h, para

avaliacdo da acdo da terapia fotodinamica sobre as leveduras.
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Figura 7: Irradiacdo do fundo para a abertura do tubo.

3.4.2 Acdo da terapia fotodinamica em culturas de Candida albicans em tubos de ensaio -

modificacdo na forma de irradiagéo.

Como a terapia fotodinamica ndo foi efetiva sobre as culturas de Candida albicans,
tentou-se uma modificagdo na forma de irradiagdo. Repetiu-se 0 experimento anterior, porém a
irradiacéo foi feita por um minuto no fundo do tubo (Figura 7) e trinta segundos em quatro pontos

contorrando as paredes laterais do mesmo (Figura 8).

Figura8: Irradiacdo contornando as paredes laterais do tubo.
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3.4.3 Acédo da terapia fotodinamica em suspensdes de Candida albicans utilizando a fibra

Optica com sistema de acoplamento da Kroman®.

O fotossensitizador usado neste estudo foi 0 azuleno 25% associado ao Endo-PTC. O
equipamento utilizado foi o laser de Arseneto de Galio Aluminio (AlGaAs) com acoplamento de
fibra Optica acrilica & peca de mé&o, desenvolvida pelo fabricante KROMAN® para utilizagdo em
canais radiculares.

Segundo o fabricante, a poténcia do equipamento utilizado nesta pesquisa € de 50mWw,
apresentando pequena diminuicdo da mesma apds o acoplamento da fibra. Entretanto, utilizando-
se 0 medidor para afericdo da poténcia do aparelho, verificaramse valores de 40mW antes e
5mW apds o acoplamento.

Utilizou se a técnica sugerida por Gutknecht (2000) de irradiagdo helicoidal para os lasers
de alta poténcia, natentativa de irradiar todas as paredes do canal.

Vinte dentes bovinos, previamente imersos por 48 horas em hipoclorito de sodio a 0,5%,
tiveram suas coroas cortadas com disco de Carborundum, de forma gue as raizes ficassem com
20 mm de comprimento. O tecido pulpar foi removido com limas Hedstroen (Denstsplay®) #35.
As entradas dos canais foram preparadas com brocas Gattes-Glidenn® numero 4 e Batt® ndimero
14 e os canais radiculares foram instrumentados e alargados em toda a sua extensdo com limas
tipo K-file (Dentsply®), no minimo até o calibre 45, seguindo a técnica de Paiva e Antoniazzi
(1993). Os apices radiculares foram selados com resina composta fotoativada Z100 (3M®) cor
A3. As superficies externas das raizes foram impermeabilizadas com duas camadas de esmalte
para unhas na cor preta, para evitar espalhamento da luz.

No terco cervical de cada raiz foi feita uma amarria com fio 0,25 mm para que o dente

pudesse ser introduzido e retirado do tubo de ensaio, sem haver contato manual (Figura 9). As
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raizes foram esterilizadas em autoclave a 121°C por 20 minutos no interior de tubos de ensaio

com tampas de rosca.

Figura 9: Preparo do dente.

As vinte raizes foram contaminadas com um inéculo de Candida albicans ATCC 10231
(Figura 10) obtido de acordo com a escala 0,5 de Mac Farland (5x10° UFC/mL). Apés este
periodo, amostras foram colhidas (Figura 11) para confirmar a contaminag&o dos canais (controle

positivo).

Figura 10: Contaminagdo da raiz com inéculo de Candida
albicans ATCC 10231.
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Figura 11: Coleta de amostra.
As vinte raizes comprovadamente contaminadas com suspensdo de Candida albicans
foram entéo divididas em quatro grupos de 5 raizes cada um:
Grupo 1: as raizes receberam solucdo de hipoclorito de sodio a 1% por 15 minutos.
Amostras foram col hidas imediatamente ap0s para avaliagdo da possivel redugdo microbiana
Grupo 2: as raizes foram irradiadas com a fibra Optica com os seguintes parametros. 685
nm, 5 mW, 3 minutos €0,9 J, em movimentos helicoidais (Figura 12). Amostras foram colhidas

para verificagdo da acéo isolada do laser.

Figura 12: Irradiacéo com fibra dptica.
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Grupo 3: as raizes receberam o corante azuleno 25% / Endo-PTC por um periodo de 5

minutos (Figura 13). Em seguida, amostras bram colhidas para verificagdo da possivel acéo

téxica do corante sobre as leveduras.

Figura 13: Canal preenchido com azuleno 25% / Endo-PTC.

Grupo 4: as raizes receberam 0 corante azuleno 25% associado ao Endo-PTC por um
periodo pré-irradiacdo de 5 minutos e foram irradiadas com a fibra éptica com pardmetros
idénticos aos do grupo 2, também em movimentos helicoidais. Amostras foram colhidas apos
estes procedimentos para avaliagdo da ac&o da terapia fotodinamica sobre os fungos.

A mistura do corante azuleno 25 % com o creme Endo-PTC, na proporc¢édo de duas gotas
de corante para dois gramas de creme (Figura 14), foi realizada dentro da camara escura de

revelacdo de radiografia, evitando-se a acéo daluz natura e artificial sobre o corante.
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Figura 14: Azuleno 25% e Creme Endo-PTC.

Todas as amostras foram colhidas com cones de papel absorvente estéreis que foram
mergulhados, imediatamente depois, em tubos contendo 3 mL de caldo Sabouraud. Aliquotas de
0,2 mL desses caldos foram semeadas em placas de Petri contendo &gar Sabouraud. As placas

foram incubadas por 48 horas a 35°C, antes da leitura dos resultados.

3.4.4 Acéo da terapia fotodinamica em suspensdes de Candida albicans utilizando a fibra

Optica com sistema de acoplamento desenvolvido no IP&D.

O fotossensitizador usado neste estudo foi 0 azuleno 25% associado a0 creme de Endo-
PTC. O equipamento utilizado foi o laser de Arseneto de Gdio Aluminio (AlGaAs) com
acoplamento de fibra éptica de silica, com didmetro de nicleo de 600 um, desenvolvido no
Laboratério de Aplicagdes de Lasers de alta poténcia em Bioengenharia do Instituto de Pesquisa

e Desenvolvimento — IP& D, para utilizago nos canais radiculares (Figura 15).
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Figura 15: Acoplamento dafibra 6ptica desenvolvido no IP&D.

Apbs o acoplamento da fibra Optica, uilizouse 0 medidor de poténcia para afericéo da
poténcia de saida da ponta da fibra, verificando-se o valor de 15mW.
Utilizou-se novamente a técnica de irradiacéo helicoidal, sugerida por Gutknecht (2000)
para os lasers de alta poténcia, na tentativa de irradiar todas as paredes do canal.
Quarenta dentes bovinos foram preparados de forma semelhante a descrita anteriormente,
sendo ent&o divididos em quatro grupos de dez dentes cada. Os grupos foram submetidos aos
procedimentos descritos no item 3.4.3 e a leitura dos resultados foi realizada apos o periodo de

incubacéo.

3.4.5 Experimento principal: Acdo da terapia fotodindmica em suspensdes de Candida
albicans utilizando a fibra Optica com sistema de acoplamento desenvolvido no IP&D —

protocolo misto.

Na tentativa de se acancar um efeito inibidor em Candida albicans, o experimento
anterior foi repetido aplicando-se o laser de forma diferente. Neste protocolo misto a forma de

irradiacdo foi a seguinte: introduziu-se a fibra 10 mm no interior do canal radicular e mantendo-a
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nesta posi¢do acionouse o laser (685 nm, 15 mW, 1,8 J) por 2 minutos (Figura 16). Removeuse
afibrae, em seguida, posicionouse a pega de méo na entrada do canal e nesta posi¢éo acionou se
0 laser nos seguintes parametros: 685 nm, 40 mW e 4,8 J, por mais 2 minutos (Figura 17). Este
protocolo foi realizado visando a irradiacdo de toda a area do cana radicular, evitando-se que
algumas regides do conduto ndo fossem atingidas pelo raio laser, o que poderia ter ocorrido na
técnica de irradiacdo helicoidal. Foram utilizados quarenta dentes bovinos e todos os
procedimentos foram semelhantes aos descritos no item 3.4.3, exceto a forma de irradiacdo dos

grupos 2 e4.

Figura 16: Irradiacdo com afibra 6ptica.

Figura17: Irradiacdo com a peca de méo.
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Os experimentos do item 3.4.1 ao 3.4.5 foram realizados sob condi¢fes de assepsia, em

fluxo laminar (Figura 18).

Figura 18: Fluxo laminar.
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4. RESULTADOS

Em todos os experimentos realizados, tanto em tubos quanto em raizes os resultados
foram semelhantes. Todas as placas semeadas para controle positivo apresentaram um ndmero
incontavel de colnias (superior a 100.000 UFC/mL), confirmando assim a contaminagdo (Figura

19).

Figura 19: Placas pertencentes ao grupo controle.

A observacdo das placas semeadas no Grupo 1, apos aplicacdo da solucdo de hipoclorito
de sodio a 1% por 15 minutos, revelou a inexisténcia de colbnias (zero UFC/mL), confirmando a

acdo fungicida dessa substancia (Figura 20).

Figura 20: Placas pertencentes ao grupo 1 — hipoclorito de sédio a 1%.
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Por sua vez, nas placas semeadas nos Grupos 2, 3 e 4, nos quas utilizouse,
respectivamente, somente aplicacdo de laser (Figura 21), apenas fotossensitizador (Figura 22) e
terapia fotodinamica (Figura 23), ndo se observou descontaminacdo. As placas provenientes
desses grupos apresentaramse com numero de coldnias superior a 100.000 UFC/mL,

semelhantes, portanto, as placas referentes ao grupo controle.

Figura 21: Placas pertencentes ao grupo 2 — laser isolado.

Figura 22: Placas pertencentes ao grupo 3 -
fotossensitizador isolado.



Figura 23: Placas pertencentes ao grupo 4 — terapia fotodinamica

60
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5. DISCUSSAO

A eliminagdo dos microrganismos é muito importante no tratamento endodontico, devido
ao papel por eles desempenhado na inducdo e perpetuacdo das alteragdes pulpares e periapicals.
O tratamento convencional compreende alargamento mecanico do cana principal, irrigagéo com
substancia antimicrobiana, medicacéo intracanal e obturacdo. A maioria dos microrganismos,
presentes em canais radiculares infectados, pode ser removida por estes procedimentos
endodonticos de rotina. Porém, a total eliminacdo ndo ocorre na prética clinica, devido a fatores
como a complexidade anatdbmica dos canais radiculares e a resisténcia intrinseca dos
microrganismos. Segundo Bramante e Garcia (2002), ap0s a obturagdo do canal radicular,
eventuais mMiaorganismos que permanecam Vidvels poderdo ser reativados, caso ocorra
percolacdo entre o material obturador e a parede do conduto, levando nutrientes aos mesmos.

Lesdes refratarias ao tratamento endodontico sdo agquelas que se apresentam em dentes
onde os canais radiculares passaram por um correto preparo biomecanico, observando-se
radiograficamente obturacdo bem executada, sem que a lesdo responda ao tratamento, persistindo
apos a proservacdo (NISHIYAMA, LEAL ; CAMARGO, 2002). A conduta clinica nesses casos €
o retratamento do canal e, caso a lesdo periapical ndo regrida, a cirurgia paraendodontica deve ser
indicada

A microbiota de canais com insucesso do tratamento endodéntico difere daquela encontrada
normalmente em dentes necrosados e ndo tratados, tanto quantitativamente quanto
qualitativamente, sendo caracterizada por monoinfec¢des com predominancia de microrganismos
anaerobios facultativos. O nimero limitado de microrganismos encontrados nos dentes tratados
endodonticamente, deve-se a fatores de selecéo que determinam a persisténcia dagqueles capazes de

resistir aos procedimentos antimicrobianos, aos medicamentos utilizados na terapia endodontica e
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sobreviver em um meio escasso de nutrientes. O baixo nimero de espécies microbianas isoladas de
casos de retratamento esta provavelmente relacionado a qualidade do tratamento endoddntico
inicial. Dentes com tratamentos endodénticos de méa qualidade apresentam uma microbiota similar
aquela encontrada nos dentes ndo tratados, os quais contém um maior nimero de espécies
microbianas (SUNDQVIST et d., 1998).

Os fungos, especiamente Candida albicans, podem estar associados a infeccdes
persistentes e sdo resistentes a diversas medicagdes normalmente utilizadas nos canais radiculares
(KUBO; GOMES; JORGE, 1997). A parede celular dos fungos, que sdo seres eucarioticos, €
constituida principalmente de quitina, enquanto a das bactérias, que sao procaridticas, € composta
por peptideoglicana. Sendo assim, fungos séo insensiveis a antibidticos tais como penicilina, que
inibem a sintese de peptideoglicana (LEVINSON; JAWETS, 1998). Além disso, enquanto existe
uma enorme guantidade de antibiéticos, as drogas antifungicas compdem um grupo de apenas
cinco farmacos que apresentam efeitos colaterais considerdvels, uma vez que as células humanas
S80 eucaridticas.

A terapia fotodindmica € um eficiente método de reducéo bacteriana, mostrando-se eficaz
em infecgOes localizadas, de pouca profundidade e microbiota conhecida (GARCEZ et al., 2003).
Devido & importéncia dos fungos nas infecgdes endodonticas, o presente estudo avaliou a
efetividade desta técnica em canais radicul ares contaminados com Candida albicans

Inicialmente, testou-se a terapia fotodindmica em suspensdes de Candida albicans em tubos
de ensaio. A irradiacdo foi realizada do fundo para a abertura do tubo por 3 minutos, segundo
protocolo empregado por Garcez, 2002, ndo sendo observado nenhum efeito antifingico.

Repetiu-se entdo o experimento aterando a forma de irradiacdo, visando atingir areas do
tubo que poderiam néo ter recebido a luz, com a aplicagdo apenas no fundo do mesmo. A dose foi

fracionada em cinco aplicactes distribuidas no fundo e em quatro pontos nas laterais do tubo, e os



63

resultados obtidos anteriormente se repetiram. A hipotese levantada para a ineficiéncia da técnica
foi o grande volume irradiado. Usacheva, Teichert e Bidl, (2001), verificaram que o aumento da
espessura da solucédo irradiada resultava em diminuicéo da agéo bactericida.

Realizou-se hovo experimento em raizes de dentes bovinos extraidos, nas quais o volume
de suspensdo de C. albicans seria bem menor do que o presente nos tubos de ensaio. Além disso,
haveria possibilidade de simulagéo da situago que ocorreriain vivo.

Foi utilizado o laser Kroman® que teve uma fibra éptica acrilica acoplada pelo fabricante
para utilizacdo em canais radiculares. Os resultados foram novamente os mesmos. Segundo 0
fabricante, a poténcia do equipamento utilizado nesta pesquisa € de 50 mW, apresentando pequena
diminuicdo da mesma apds o acoplamento da fibra. Entretanto, a afericdo da poténcia do aparelho,
com o medidor de poténcia Melles Griot®, demonstrou valores de 40 mW antes e 5 mW apés o
acoplamento, havendo, portanto, uma perda de quase 90% da poténcia ao utilizar-se a fibra. A
gueda na poténcia poderia justificar a ineficiéncia da PDT observada neste estudo, uma vez que a
dose de energia resultante foi de apenas 0,9 J.

Procurourse uma forma de conexdo da fibra que n&o determinasse uma perda té&o
significativa de poténcia. Foi entdo desenvolvida umaforma de acoplamento no 1P&D que resultou
em poténcia de saida na extremidade da fibra de 15 mW. Repetiu-se 0 experimento anterior com
esta fibra e dessaforma a dose de energiafoi triplicada (2,7 J), pois, embora o tempo de irradiacéo
de 3 minutos tenha Sdo mantido, a poténcia foi trés vezes maior. N& houve, contudo, ateracdo
dos resultados. A técnica de aplicagdo helicoida foi utilizada na tentativa de irradiar todas as
paredes do canal, entretanto, algumas é&eas podem ndo ter sido acancadas, devido as
anfractuosidades existentes no conduto. Os nichos ndo irradiados podem ter sido a causa do

insucesso da terapia fotodinamica.
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Partiu-se entdo para um protocolo misto de irradiacdo, visando atingir todas as éareas do
canal. Aumentou-se também o tempo de rradiacdo para quatro minutos. Durante 2 minutos a
irradiacdo foi realizada com a fibra ptica de 15 mW de poténcia posicionada no interior do cana
radicular, resultando em 1,8 J de energia. Em seguida, a peca de m&o de 40 mW de poténcia foi
acionada por mais 2 minutos na entrada do canal, ou seja, aplicou-se 4,8 J de energia, totalizando a
dose de 6,6 J. N&0 se conseguiu a eliminacdo dos fungos, apesar das modificagdes realizadas no
protocolo.

No presente estudo, os resultados obtidos com a solucdo de hipoclorito de sodio a 1%
coincidem com aqueles alcangados por D’Arcangelo; Varvara e Fazio, 1999, que obtiveram
efeito fungicida nos tempos de 10, 20 ou 30 minutos de contato, com diversas concentragdes do
produto. Concordam também com os de Ferguson Hatton e Gillespie, 2002, que também
conseguiram total inibicdo do crescimento de C. albicans com todas as concentragOes testadas.
Entretanto, Valera; Rego e Jorge, 2001, constataram apenas 70% de efetividade do hipoclorito de
sodio a 1% em canais radicul ares co ntaminados com C. albicans

Na auséncia do fotossensitizador, a aplicagéo do laser ndo afetou a viabilidade dos fungos.
Utilizando apenas o laser AlGaAs com comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 11mW,
por 2 minutos, em culturas de C. albicans, Wilson e Mia, 1993, também ndo observaram acéo
fungicida.

Avaliou-se também a acdo isolada do fotossensitizador sobre culturas de Candida albicans
Quando o azuleno 25% / Endo-PTC foi utilizado sem o laser, ndo se observou reducdo fungica,
demonstrando que o corante nesta concentragdo ndo apresentou efeito citotoxico. Garcez, 2002,
também observou que o corante natural azuleno na concentracdo de 25% associado ao creme

Endo-PTC néo apresentou efeito antibacteriano em culturas de Enterococcus faecalis.
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Sedl et d., (2002), utilizando a terapia fotodindmica, conseguiram a maxima reducdo em
biofilmes de Streptococcus intermedius em canais de dentes humanos extraidos, quando utilizaram
azul de O-toluidina na concentracéo de 100 ugmL ™ associado ao laser He-Ne na dose e 21 J,
efeito inferior a0 alcancado pela utilizacdo de hipoclorito de sddio a 3% por dez minutos, que
destruiu totalmente as bactérias. No presente estudo, a dose de 6,6 J pode ter sido insuficiente para
destruir os fungos, entretanto o hipoclorito de sodio a 1% usado por 15 minutos teve agédo
fungicida. A contagem de unidades formadoras de col6nia ndo foi realizada, pois 0 objetivo era
verificar a agdo fungicida total (zero UFC/mL). Souza et a., 2006, observaram reducdo de 88,6%
no nimero de unidades formedoras de colénia (UFC/mL) para Candida albicans. A metodologia
foi bastante diferente da empregada no estudo atual, pois utilizaram o corante azul de metileno (0,1
mg/mL) e o laser diodo INGaAIP nos seguintes parametros; 35 mW, 5 minutos, 28 Jcnt de
densidade de energia, irradiando placas com &rea de 0,38 cnf . Entretanto, 0s comprimentos e
calibres dos canais radiculares sdo bastante variados, ndo sendo possivel o cdculo das areas dos
mesmos.

Garcez (2002), usando metodologia semelhante a do atua estudo, conseguiu destruir
completamente suspensdes de Enterococcus faecalis com dose de 1,8 J. Zeina et a.(2001),
testaram a efetividade da PDT em diferentes microrganismos e observaram que as bactérias
procariéticas foram mais susceptiveis do que as espécies eucaridticas como C. albicans Segundo
os autores, as diferencas nos resultados podem ser explicadas pelas variagfes de susceptibilidade
das diferentes espécies de microrganismos. E possivel que Candida albicans sgja menos sensivel &
terapia por apresentar uma membrana nuclear, que pode atuar como uma barreira adicional ao
corante ou aos radicais livres produzidos nas reacdes da PDT. Deve-se considerar também que a

parede celular de quitina pode dificultar a penetragdo do corante na céula
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Outra hipotese a ser estudada envolve a consisténcia cremosa da associagdo azuleno a 25%
com Endo-PTC, que pode ter gerado deficiéncia na penetracdo do corante nos tubulos dentinérios
e, aé, no interior das células fungicas, sugerindo a importancia de se utilizar a microscopia de
fluorescéncia no estudo desses eventos.

Diversas varidveis podem afetar 0 nimero de células destruidas com o uso de PDT, tais
como: concentracdo e tipo de corante, tempo de pré-irradiacéo, concentracdo e estégio fisioldgico
dos microrganismos, tempo de exposicdo ao laser e densidade de energia (WILSON; MIA,
1993). Portanto, estudos complementares sd0 necessarios para se determinar a penetragdo dos
fotossensitizadores na intimidade dos canais radiculares e no interior das células fungicas, bem
como considerar as variagcbes anatOmicas, presentes nos canais radiculares tais como
comprimentos e calibres dos mesmos. A dose e forma de irradiacéo parecem determinar respostas
distintas, incentivando a busca de protocolo paraa PDT que exerca um efeito fungicida em canais

radiculares com |esdes refratérias ao tratamento convencional.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nos parametros utilizados no presente estudo, permitem sugerir
que:
O hipoclorito de sddio a 1% em contato com suspensdo de Candida albicans foi

efetivo na descontaminacdo total dos canais radiculares.

A terapia fotodinamica ndo apresentou acdo fungicida sobre os canais radiculares

contaminados com Candida albicans.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diversas variaveis interferem na efetividade da PDT. Sendo assm, estudos
complementares devem ser realizados para estabelecimento de protocolo eficiente e seguro que
possibilite a aplicacdo da terapia fotodinamica em canais radiculares na prética odontol 6gica, tais
como:

Por meio de microscopia de fluorescéncia, verificar se 0 corante azuleno 25%
associado ao creme de Endo-PTC é capaz de penetrar no interior da célula de
Candida albicans.

Repetir o experimento principal do presente estudo, aumentando as doses de
energia do laser, sgja pelo aumento do tempo de irradiagdo, pelo aumento da

poténcia ou ambos.
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ANEXO A

R e o Unlkop

Ensinn UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADD

'l?l.::tiﬁcamns gue o Protocolo n® L130/2006/CEP, intitulado
“Terapia fc::&d:’na’m:‘ca apficada em canais radiculares: estwdo da agdo sobre
coliimays de Candida albicans”, sob a responsabilidade da Profa. Emilia Angela
L. Arisawa, estd de acordo com a Lei 11977/2005 (SP), os Principios Eticos na
Expcrimma;é.ﬁ Animal (COBEA/1991), ¢ as Normas Para a Prdtica Didatico-
Cientifica da Vivissecgdo de Amimais (Lei 6038/1979) sendo, portanio,
aprovado por esta Comissdo de Etica em Pesquisa.

Informamos que o pesquisador responsdvel por este Protocoelo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Ftica um relatorio das atividades

dcsenmiuidi;s no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagio.
|

580 José dos Campos, 12 de dezembro de 2004,

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UNTVAP

Aw Shphams Heforn, 7911 - TR ARCVA - C00° F2 Sednii- PARCT (135 3997 1130 - Fadl (120 157 0040 - Cuisn Pooal §3- &0 ampoase
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ANEXOB

Frigorifico Mantiqueira

530 José dos Campos, 25 de Agosto de 2004.

DECLARACAO

O Frigorifico Mantiqueira, junto com o SIF 222 (Servico de Inspecio Federal)
local, declara que o material (dentes) usados pela odontdloga Claudia de Oliveira
Brasil em sua pesquisa “ Terapia fotodindmica em canais radiculares inoculados
com Candida albicans " foram retirados de mandibulas de animais abatidos neste
estabelecimento sob fiscalizacdo Sanitiria Federal por um médico veterindrio
credenciado.

AL ]

Frigarifico Campos de Sao Juﬂ Lida. lemar Lourengo da Coses

Midlcs Vakerindria
CRMASP J147
Fncol Faderel Ap:coacudon

,.l'l

Radeovia Sao José dos Campes / Campos de Jordbo, s/n® Km 100 - CEP 12.213-730 - Bairro de Buquirinha
340 José dos Campos - SP - Tel: (12) 348-1222 / 348 -1147 / 348-1102






