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Nunes MR. Diferentes parametros da terapia fotodinamica na reducdo de
Enterococcus faecalis em canais radiculares [Dissertacdo de Mestrado]. Taubaté:
Universidade de Taubaté, Faculdade de Odontologia, 2008. 79p.

RESUMO

Objetivo: Avaliar, in vitro, a efetividade da terapia fotodinamica, com e sem 0 uso da
fibra Optica intracanal diante de diferentes periodos de irradiacdo, na reducdo de
Enterococcus faecalis em canais radiculares. Método: Foram utilizados sessenta
dentes unirradiculares humanos, preparados e divididos em seis grupos (n=10), de
acordo com o tratamento a ser realizado: G1, azul de metileno 0,01% (t=5min) e
irradiacdo com laser de diodo por meio de fibra optica intracanal (P=90mW), por um
minuto e trinta segundos; G2, azul de metileno 0,01% (t=5min) e irradiacdo do
mesmo modo que o G1, por trés minutos; G3, azul de metileno 0,01% (t=5min) e
irradiacdo sem fibra dptica intracanal (P=100mW), por um minuto e trinta segundos;
G4, azul de metileno 0,01% (t=5min) e irradiagdo do mesmo modo que o G3 por trés
minutos; G5, hipoclorito de sédio 1% (t=15min); e G6, sem tratamento. Todas as
amostras foram coletadas por meio de cones de papel esterilizados, antes e ap6s 0s
respectivos tratamentos e submetidas a cultura em placas de Petri contendo agar
BHI, em duplicata. Apés 24 horas de incubagdo, promoveu-se a contagem das
unidades formadoras de colonia (UFC/mL). Resultados: A aplicacdo de todos os
tratamentos resultou em significativa reducdo dos microrganismos, apresentando-se
em ordem decrescente de reducdo G5>G2>G4>G1>G3. Observou-se diferenca
estatisticamente significante entre os grupos G1 X G5 e G3 X G5. Conclusdes: Os
parametros utilizados nos diferentes grupos proporcionaram reducdes intracanais
significativas e semelhantes de E. faecalis; a utilizacdo de poténcias maximas
permitiu a reducdo do tempo de irradiacdo sem interferir a acdo antimicrobiana; e o
emprego da fibra Optica intracanal ndo influenciou de forma significativa nos
resultados quando comparado ao uso da peca de méao.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Enterococcus faecalis; Lasers; Tratamento
do canal radicular.



Nunes MR. Different parameters of photodynamic therapy against Enterococcus
faecalis within root canals [Dissertacdo de Mestrado]. Taubaté: Universidade de
Taubaté, Faculdade de Odontologia, 2008. 79p.

ABSTRACT

Objective: To evaluate in vitro the effectiveness of photodynamic therapy on the
reduction of Enterococcus faecalis in root canals, with and without use of the optical
fiber into the canal in front of different period of time irradiation. Method: Sixty human
single-root teeth were prepared and divided into six groups, in accordance with the
treatment: G1, methylene blue 0,01% (t=5min) and irradiation by diode laser with
intracanal optic fiber (P=90mW) for one minute and thirty seconds; G2, methylene
blue 0,01% (t=5min) and irradiation the same way that G1, for three minutes; G3,
methylene blue 0,01% (t=5min) and irradiation without optic fiber (P=100mW) for one
minute and thirty seconds; G4, methylene blue 0,01% (t=5min) and irradiation the
same way that G3 for three minutes; G5, 1% sodium hypochlorite (t=15min); and G6,
without treatment. All the samples were collected by sterilized paper points, before
and after respective treatments, and submitted to microbiological culture plated on
BHI &gar duplicated. After 24 hours of incubation, it was performed the evaluation of
colony-forming units (CFU/mL). Results: The application of all treatments resulted in
significant reduction of microorganisms’ viability, showing in reduction’s decreasing
order: G5>G2>G4>G1>G3. Significant statistical differences were observed among
the groups G1 X G5 and G3 X G5. Conclusions: All the parameters used in the
groups afforded significant and similar numerical reduction of E. faecalis; the use the
maxim powers allowed a reduction of the irradiation time without compromise the
antimicrobial effect; and the use of the intracanal optic fiber didn’'t influence the
results when compared with the use of hand peace.

Keywords: Photochemotherapy; Enterococcus faecalis; Lasers; Root canal therapy.
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1 INTRODUCAO

A desinfeccdo do sistema de canais radiculares exerce um papel fundamental
durante a terapia endodoOntica por estar intimamente ligada ao sucesso do
tratamento instituido. Sabe-se que o processo de sanificacdo € obtido durante o
preparo e limpeza do canal radicular, no qual a agcdo mecéanica de instrumentos,
manuais e/ou rotatorios, ocorre simultaneamente ao uso de substancias quimicas
visando a completa eliminacdo de microrganismos, matéria organica viva ou em
decomposicao.

Entretanto, a variedade e a complexidade da anatomia interna dental
permitem que microrganismos e remanescentes teciduais persistam em tubulos
dentinarios, canais laterais, istmos e reentrancias, dificultando assim o tratamento.

Além do mais, sabe-se que alguns microrganismos, a exemplo do
Enterococcus faecalis, tém mostrado resisténcia as manobras mecéanicas e as
medicacOes, dificultando o processo de descontaminacdo (Ferrari et al., 2005).
Trata-se de um microrganismo anaerobio facultativo, o qual consegue resistir muitas
vezes aos agentes antimicrobianos como: o hipoclorito de sédio (Buck et al., 2001),
a clorexidina (Buck et al., 2001; Dunavan et al., 2006), o hidréxido de célcio (Distel et
al., 2002; Ferrari et al., 2005), além de diversos antibiéticos (Dahlen et al., 2000).
Isso se deve ao fato dessa espécie de bactéria ser capaz de formar biofilme no
canal radicular (Distel et al., 2002), o que o torna apto para sobreviver em ambientes
diversos (George et al., 2005) por longo periodo (Sedgley et al., 2005). Dessa forma
destaca-se por estar comumente associado aos casos de infeccao persistente e

consequente insucesso endodontico (Stuart et al., 2006).
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Diversos estudos avaliaram associa¢cfes entre 0s agentes antimicrobianos ja
reconhecidos visando potencializar sua agdo (Zehnder et al., 2003; Sire’'n et al.,
2004; Oztan et al., 2006). No entanto, a substancia ideal ainda nao foi encontrada.

Na busca pela descontaminacdo, os lasers de alta poténcia tém sido
empregados no interior dos canais radiculares apresentando propriedades capazes
de provocar maior limpeza das paredes dentinarias, alterar sua permeabilidade e,
sobretudo, diminuir significantemente a microbiota endoddntica. Como resultado, a
literatura demonstra que os lasers de alta poténcia promovem uma reducao
bacteriana que supera 90% na maioria dos casos (Gutknecht et al.,1996; Moritz et
al., 1997; Gutknecht et al., 2000; Schoop et al., 2004). Tal fato € decorrente da alta
energia liberada por meio de fibra éptica intracanal, a qual destréi os microrganismos
pelo aumento da temperatura.

Entretanto, o alto custo desses aparelhos ainda limitam sua aplicacéo.

A partir da década de noventa uma nova modalidade terapéutica, denominada
terapia fotodinamica ou PDT (Photodynamic Therapy), passa a ser pesquisada na
endodontia com o intuito de superar as limitacdes dos lasers de alta poténcia e
manter uma acdo antimicrobiana eficiente. Estudos tém revelado resultados
importantes e satisfatorios, com 0s quais se consegue uma reducdo bacteriana
significativa no sistema de canais radiculares (Seal et al., 2002; Garcez, 2002;

Bonsor et al., 2006; Soukos et al., 2006; Wiliams et al., 2006).

Essa terapia parte do principio que a associacao entre uma luz proveniente
de laser de baixa poténcia e um fotossensibilizador (corante), na presenca de
oxigénio, resulta em espécies reativas citotoxicas capazes de inviabilizar as células
(Machado, 2000). Dessa forma, oS microrganismos em contato com o corante

tornam-se susceptiveis a luz a ser irradiada, a qual induzira uma reacéo fotoquimica
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com formacdo de radicais livres e oxigénio singleto. Estes sdo os produtos
responsaveis pela invasdo e ruptura da parede celular bacteriana, levando a

destruicdo do microrganismo.

A terapia fotodinamica torna-se conveniente devido ao custo reduzido em
relacdo ao laser de alta poténcia, a rapida destruicdo bacteriana (Garcez et al.,
2003) e, principalmente, ao modo atraumético em relagéo aos tecidos circundantes,
uma vez que seu efeito antimicrobiano ndo ocorre por aumento de temperatura

(Zanin et al., 2003).

Entretanto a selecdo e a concentracao do corante, o tempo de pré-irradiacao,
o tempo de irradiacdo, a poténcia e o modo de operacado utilizados nos estudos,
entre outros, constituem ainda uma gama de variaveis, as quais nao permitiram
estabelecer um protocolo ideal para o uso da terapia fotodinAmica. Deste modo,
julga-se necessario o desenvolvimento de pesquisas adicionais que aumentem sua
efetividade, visto que tem se mostrado recentemente como uma alternativa de

tratamento.

Considerando que o principio de ag¢do da terapia fotodindmica difere do
principio do laser de alta poténcia, uma vez que nao se fundamenta pelo aumento
de temperatura; e, partindo-se do exposto que nao foi estabelecido um protocolo
ideal, é de grande valia a realiza¢do de estudos que avaliem a efetividade da terapia
utilizando-se diferentes periodos de irradiacdo, empregando-se ou néo a fibra Optica

intracanal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico

A terapia fotodindmica tem origem no século XX, mais precisamente em 1898
na Alemanha, quando Oscar Raab e Herman von Tappeiner apud Ackroyd et al.
(2001) constataram em seus estudos que o corante vermelho de acridina, na

presenca da luz solar, era letal ao protozoario Paramecium causador da malaria.

Em seguida o medico francés Prime utilizou o corante eosina via oral no
tratamento de epilepsia e observou que as areas expostas a luz solar induziam o

aparecimento de dermatite (Ackroyd et al., 2001).

Baseado nessas descobertas, Von Tappeiner e Albert Jesionek em 1903
apud Ackroyd (2001) analisaram o efeito da eosina em tumores cutaneos. Para
tanto, utilizaram o corante na forma de solugéo topica 5%, associado a aplicacdo de

luz branca, obtendo sucesso no tratamento.

Em 1907 esses mesmos autores demonstraram também que a presenca de
oxigénio era fundamental para que houvesse a reacéo de fotossensibilizac&do. Diante

dessas descobertas denominou-se essa reagao de terapia fotodinamica.

Alguns estudos realizados em camundongos e ratos constataram um acumulo
de fotossensibilizadores preferencialmente na area dos tumores. Posteriormente
verificaram também que, com a presenca de luz incidente na regido dos mesmos,

obtinha-se como resultado a regressao da doenga (Dougherty et al.,1975).
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Dessa forma a terapia fotodinamica passou a ser reconhecida como uma

alternativa de tratamento para tumores.

A partir dai, diversas pesquisas buscavam o desenvolvimento da terapia
fotodindmica objetivando combater especificamente as células cancerigenas.
Inicialmente a terapia estava voltada a dermatologia e, posteriormente, expandiu-se

aos tumores em geral.

Em tratamentos dermatologicos, a solucao fotossensibilizadora deve ser
administrada topicamente, enquanto nos demais casos, a droga deve ser conduzida
por via intravenosa. Apos a administracdo do farmaco, respeita-se o tempo de pré-
irradiacdo, tempo esse necessario para que haja o acimulo do mesmo no tumor. Em
seguida realiza-se a irradiagcdo no local desejado, para que a luz ative 0 composto
levando ao colapso das células cancerigenas e, consequentemente, a cura do

paciente (Simplicio et al., 2002).

2.2 Mecanismo de acao

O mecanismo de acdo da PDT é baseado em uma reacdo fotoquimica, que
envolve a ativagcédo de luz proveniente de um laser de baixa poténcia, na presenca

de oxigénio, associada a um corante.

Os corantes ou fotossensibilizadores sdo compostos que absorvem a energia
de um especifico comprimento de onda coincidente com o espectro de absorcédo do

corante, induzindo reac6es em moléculas ndo absorventes (Sibata et al., 2000).
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Os fotossensibilizadores possuem uma configuracdo eletrénica estavel no
estado de repouso ou fundamental. Quando o fotossensibilizador absorve a energia
da luz incidente, sua molécula é ativada do estado fundamental (° FS) para um
estado excitado (Tuite & Kelly, 1993). Esse estado excitado do corante, denominado
singleto (* FS*), é altamente reativo e instavel com meia vida curta de 10°® segundos.
Assim sendo, pode retornar rapidamente ao estado fundamental ou converter-se
espontaneamente para o estado tripleto (3 FS*), com um nivel de energia mais baixo
e meia vida mais longa, aumentando sua probabilidade de reacdo com substratos
biolégicos. Deste modo, a partir do estado tripleto, podem ocorrer dois mecanismos
foto-induzidos que geram espécies reativas, as quais podem resultar na morte
celular (Figura 1):

Mecanismo tipo 1, no qual h4 transferéncia de elétrons entre o estado tripleto
e 0s substratos biolégicos oxidaveis, levando a formacdo de espécies reativas de
oxigénio ou radicais livres como superéxido (O%), hidroxila (OH), peréxido (H,0.) e
peroxidos lipideos (Wainwright, 1998; Metcalf et al., 2006).

Mecanismo tipo 2, no qual h& transferéncia de energia do estado tripleto para
as moléculas de oxigénio intracelular no estado fundamental, gerando o oxigénio
singleto, poderoso agente oxidante e altamente téxico para as células (Gabrielli et
al., 2003).

Os dois tipos de reagao podem ocorrer concomitantemente.
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Figura 1 — Esquema representativo das etapas para formacao de espécies reativas

Ambos radicais livres e oxigénio singleto sdo citotoxicos e atuam em
diferentes componentes celulares, causando danos nos &cidos nucléicos, lipideos da
membrana celular e proteinas, por meio de reacdes de oxidagdo ou reducdo (Keene
et al., 1986; Maisch, 2007).

A inativacdo celular pode ocorrer por dois processos: pela inducdo de
apoptose ou necrose. O processo necrético é caracterizado pelo rompimento da
membrana plasmética, uma vez que a ceélula aumenta de volume e derrama o
contetdo celular. Esse vazamento pode causar dano as células vizinhas além de
causar inflamacéao (Plaetzer et al., 2005).

A apoptose baseia-se pelo suicidio da célula quando a mesma ja ndo é mais
necessaria no organismo, acarretando uma diminuicdo do volume celular,
condensacao da cromatina e formacao de corpos apoptéticos, os quais impedem o
extravasamento de matriz intracelular para o meio extracelular. Assim, a apoptose €
um processo ativo com caracteristicas mais favoraveis que a necrose, uma vez que
nao esta relacionada com a inflamacéao severa (Plaetzer et al., 2005).

Tem sido observado que os fotossensibilizadores, ap0s excitacdo pela luz e

formacgédo de oxigénio singleto, induzem a morte celular por apoptose (Agostinis et
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al., 2004) uma vez que agem na mitocondria organela fundamental no processo

apoptotico.

2.3 Terapia fotodinamica em odontologia

Diante dos importantes resultados obtidos na area médica, novas pesquisas
em terapia fotodinamica tém sido fortemente estimuladas. Dessa forma, houve uma
grande expansdo desse sistema para a area da odontologia, sendo utilizada
atualmente na destruicdo de microrganismos presentes em lesdes cariosas,

infecgOes periodontais e, mais recentemente, infec¢cdes endodonticas.

Williams et al. (2003) avaliaram a efetividade da terapia fotodinamica na
destruicdo de Streptococcus mutans em suspensdo. Os microrganismos foram
corados com azul de O-toluidina e expostos ao laser diodo (633nm), com tempo de
irradiacéo variando de cinco a sessenta segundos e doses de energia de 0,4 a 4,8J.
O sistema foi altamente eficaz na eliminagcdo desses microrganismos, aumentando
sua acdo conforme foi aumentada a dose de energia distribuida. Doses iguais ou
superiores a 1,8J resultaram em 100% de destruicdo das bactérias presentes. Tanto
0 uso isolado do corante como o0 do laser ndo se verificou a ocorréncia de efeito

antimicrobiano nas condi¢des estudadas.

Chan & Lai (2003) submeteram culturas de patdgenos periodontais as
radiacbes do laser He-Ne, comprimento de onda de 632nm (30mW de poténcia) e
de laser diodo, 665nm e 830nm (ambos com 100mW), na presenca ou auséncia de
azul de metileno como fotossensibilizadora. Os microrganismos foram expostos as

irradiagcdes por trinta e sessenta segundos. O grupo controle ndo recebeu o corante
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nem irradiacdo do laser. Os resultados indicaram que a exposicéo ao laser diodo de
665nm (durante 60s), na presenca do fotossensibilizadora, indicou a melhor terapia.
Esta foi capaz de eliminar 95% de Actinomyces actinomycetemcomitans e Bacterium
fusonucleatum, e 99% a 100% de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Streptococcus sanguis. Concluiram que a PDT pode ser usada prevenindo a

recolonizacao de lesbes subgengivais.

Comparando uma fonte de luz convencional com laser de baixa poténcia,
Matevski et al. (2003) avaliaram o efeito entre uma lampada Xenon com filtro
vermelho e o laser de He-Ne (632,8nm) em P. gingivalis in vitro. O corante utilizado
foi o azul de toluidina (TBO) (50ug/ml) por cinco minutos, com diferentes
intensidades de luz (10, 25 e 100mW/cm?). O efeito antimicrobiano significante foi
observado quando utilizada a lampada Xenon com os parametros de 100 mW/cm?,
10J/cm? e 12,5ug/ml TBO. Os autores concluiram que a lampada de Xenon pode ser
tdo eficiente quanto a luz laser, entretanto, 0 aumento de temperatura promovido

pela luz convencional pode comprometer a aplicagéo clinica.

Zampieri et al. (2003) avaliaram o efeito da terapia fotodinamica, in vitro, em
bactérias da microflora bucal Streptococcus sanguis e Streptococcus mitis, diante de
diferentes densidades de energia. Foi utilizado o azul de toluidina (75ug/ml) e
poténcia de 30mW, variando-se a densidade em 3, 6 e 9J/cm?. A reducéo bacteriana
encontrada para tais densidades, respectivamente, foi 83,3%, 84,9% e 77,6% para

S. mitis e 98,9%, 92,6%, 94,3% para S. sanguis.

Feuerstein et al. (2004) avaliaram o efeito fototoxico da luz visivel azul em
dois patdgenos gram-positivos e dois gram-negativos, sem fotossensibilizadores. As
fontes de luz empregadas no experimento (lampada halégena, LED e lampada

Xenon) possuem comprimento de onda entre 400-500nm e sdo comumente usadas
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para polimerizacdo de materiais restauradores. Densidades maximas de cada
aparelho (260-416, 520 e 1144 mW/cm?, respectivamente) foram aplicadas sobre as
bactérias em periodos de um, 1.5, dois, 2.5 e trés minutos. Observaram efeito
fototoxico em Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, entretanto,
para Streptococcus mutans e E. faecalis ndo houve o mesmo efeito. Concluiram que
tais fontes de luz, sem fotossensibilizador, exerceram efeito fototoxico nos

patbgenos gram-negativos P. gingivalis e F. nucleatum .

Zanin et al. (2005) compararam o efeito do azul de toluidina associado ao
laser He-Ne ou ao LED, na viabilidade do biofiime de S. mutans formado em trés,
sete e dez dias. As densidades de energia utilizadas foram 49J/cm? (cinco minutos),
147J/cm? (15 minutos) e 294J/cm? (trinta minutos). Observaram reducéo do biofiime
com ambas as fontes de luz, embora o efeito bactericida tenha sido proporcional a
dose de energia. Também concluiram que o biofilme formado por maior tempo foi

menos susceptivel a terapia fotodinamica.

A fim de avaliar o efeito da terapia fotodinamica sobre biofilmes organizados,
Zanin et al. (2006) determinaram os niveis de destruicdo de biofilmes formados apds
a terapia fotodindmica, em Streptococcus mutans, S. sobrinus, S. sanguinis. Foi
utilizado o azul de toluidina O, na concentracdo de 0,1mg/ml, associado a 85,7J/cm?
emitidos por laser de diodo. Uma significante reducéo (95% aproximadamente) foi
observada para S. mutans e S. sobrinus; enquanto que para S. sanguinis a reducao

do biofilme atingiu 99,9%.

Avaliando o efeito fungicida da terapia fotodinAmica, Souza et al. (2006)
estudaram sua acao em suspensdes de Candida albicans, C. dubliniensis, C. krusei
e C. tropicalis. As amostras foram irradiadas por laser de Diodo (685nm e 28J/cm?) e

uso de azul de metileno a 0,1%. As espécies que receberam apenas o corante ou
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apenas a irradiagdo ndo foram afetadas. A radiacdo na presenca do corante reduziu
o numero de UFC em 88,6% para C. albicans, 84,8% para C. dubliniensis, 91,6%
para C. krusei e 82,3% para C. tropicalis. Concluiram o efeito fungicida da terapia

em espécies de Candida, nos parametros estudados.

Prates et al. (2006) investigaram a capacidade de destruicdo do verde de
Malaquita (MG) combinado ao laser de baixa poténcia em Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Analisaram também a fotodegradacdo do MG ap0@s terapia
fotodindmica (PDT) através de um espectroscopio de absorcéo 6ptica. As culturas
foram expostas a 30mW de laser diodo, na presenca e auséncia do corante,
valendo-se de dois tempos de exposi¢ao: t =3min (energia de 5.4J/cm?) e t =5min
(energia de 9J/cm?). Observaram A. actinomycetemcomitans podem ser inativadas
pelo laser na presenca do corante, principalmente com a maior dose de energia
(99.9%). Entretanto, a irradiacdo na auséncia de MG nao foi capaz de destruir
bactérias. O espectroscopio demonstrou que os picos de absorcdo do verde de
Malaquita diminuiram apo0s irradiagdo, concluindo que o corante se degrada com o

tempo de exposicao ao laser.

Acredita-se que a existe uma correlacdo entre a eficacia de cada corante e a
formacao de dimeros na presenca de bactérias, o que prejudica sua agdo. Usacheva
et al. (2003), estudaram a interacdo entre azul de metileno e azul de toluidina e
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Hemophilus influenzae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Para cada
bactéria ha uma dimerizacdo dos corantes. A andlise indicou maior formagédo de
dimeros para azul de toluidina a azul de metileno. Além disso, as bactérias gram-

negativas induziram maior dimerizagcao que as gram-positivas.
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Bevilacqua et al. (2007) estudaram o efeito da PDT sobre S. mutans,
utilizando o azul de toluidina e LED. Os parametros do aparelho eram: poténcia de
116mW, energia de 21J e fluéncia de 2,18J/cm?. Os autores constataram que 100%

das bactérias foram eliminadas.

Buscando avaliar os efeitos da terapia fotodinAmica em células hospedeiras
do tecido normal adjacente, Soukos et al. (1996), avaliaram in vitro queratindcitos e
fibroblastos gengivais humanos sadios submetidos a diferentes concentracdes de
azul de o toluidina (0,5 a 50ug/ml) por cinco minutos. O laser utilizado foi o Helio-
Neonio com poténcia de 7,3mW por dois minutos (0,876J). A maior concentragéo do
corante que ndo demonstrou alteracdo na viabilidade das células estudadas, dentro
dos parametros estabelecidos, foi de 2ug/ml para queratinécitos e de 5ug/ml para
fibroblastos. Entretanto, para a destruicdo de S. sanguis, foi necessaria uma
exposicao de 75 segundos (0,547J), na presenca de 2,5ug/ml de TBO, possibilitando

0 uso da terapia em doencas periodontais.

Bhatti et al. (2000) avaliaram a combinac¢éo do corante a um anticorpo com a
finalidade de atingir especificamente cepas de P. gingivalis, na presenca de S.
sanguis e fibroblastos humanos gengivais. O corante utilizado foi o azul de toluidina
na concentracao de 4ug/ml e a irradiagcao foi realizada por meio do laser He-ne , na
poténcia de 7,3mW e dose de energia de 4,4J. Entretanto um grupo possuia o
anticorpo conjugado ao azul de metileno. Neste grupo, puderam observar uma
reducdo significativa de P. gingivalis, ndo obtida para o S. sanguis. Os autores
concluiram que a utilizacdo de um anticorpo combinado ao fotossensibilizador pode

permitir que ocorra a destruicdo de um alvo especifico.

Paulino et al. (2005) investigaram o efeito da PDT sobre S. mutans e

fibroblastos, previamente tratados com diferentes concentracbes de Rosa Bengala,
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empregando um fotopolimerizador (HHP) como fonte de luz. As concentragdes
variaram de 0 a 50uM, submetidos aos diferentes periodos de irradiacdo (zero a
quarenta segundos). O corante mostrou-se téxico no escuro quando em
concentracbes superiores a 5uM. Entretanto, a concentracdo de 0,5uM em
associacdo com a luz permitiu a destruicdo de 100% de S. mutans, sem afetar a

viabilidade dos fibroblastos.

Embora os trabalhos realizados in vitro exercam grande importancia, séo
necessarios testes em cobaias, previamente a aplicacéo clinica, para que haja maior
contribuicdo e uma avaliacdo mais rigorosa. Komerick et al. (1998) testaram o efeito
da terapia fotodindmica em mucosa oral de ratos, utilizando-se para tanto, diferentes
parametros. Variaram a concentragéo do corante azul de O toluidina (50 a 200ul/ml),
o tempo de pré-irradiacao (cinco segundos a vinte minutos), a dose de irradiagéo (50
a 200J/cm?), além do uso isolado do corante e do laser. Os autores constataram
auséncia de alteracbes antiinflamatérias ou necrose na mucosa dos ratos

estudados, apés 72 horas, frente aos parametros utilizados.

Komerick et al. (2003) avaliaram se a terapia fotodinamica seria capaz de
destruir P. gingivalis inoculados em molares de ratos e se resultaria na diminuicao
da bolsa periodontal. Os animais foram expostos ao azul de toluidina nas
concentracbes de 0,01; 0,1 e Img/ml em combinagédo com doses de energia de 6,
12, 24 e 48], provenientes de laser de diodo (630nm) com fibra dptica. Esse estudo
mostrou que 1mg/ml de corante foi o0 suficiente para reduzir a viabilidade de P.
gingivalis, usando uma exposicdo de apenas um minuto (6J). Além disso,
observaram diminuicdo da bolsa periodontal, sem causar danos aos tecidos

periodontais adjacentes.



Revisdo da literatura 29

2.4 Terapia fotodinamica em endodontia

Com base nas evidéncias mostradas na literatura, a partir dessa década, a
terapia fotodindmica passa a ser pesquisada em canais radiculares, visando a

eliminagdo dos microrganismos envolvidos com infec¢des endodonticas.

Silbert et al. (2000) avaliaram a Terapia Fotodindmica quanto a sua
capacidade de reduzir a contaminagdo bacteriana em canais radiculares
contaminados com S. mutans e E. faecalis. Assiciaram o corante azul de metileno a
uma fonte de laser de diodo (IGaAlP) de 670nm de comprimento de onda por
periodos de 30 a 240 segundos. Concluiu-se que a TFD pode ser um efetivo método
de reducdo bacteriana intracanal, porém os parametros devem ser ajustados para se
obter uma eliminag&o mais eficaz.

A utilizagédo do laser de baixa poténcia (He-Ne) associado ao corante azul de
O-toluidina em canais radiculares foi testada por Seal et al. (2002). Os autores
determinaram in vitro a eficacia bactericida da PDT frente a Streptococcus
intermedius e compararam seu efeito ao do hipoclorito de sédio a 3%, por dez
minutos. Utilizaram combinac¢des de quatro concentragdes de azul de O-toluidina
(12.5, 25, 50, 100ug/mL), tempo de pré-irradiacéo de 60, 90, 120, 300, 600s e cinco
doses de energia (2.1, 3.2, 4.2, 10.5, 21J). O laser foi aplicado na cavidade de
acesso dos canais radiculares, com poténcia de 35mW, sem a introdugéo de fibra
optica. A maior reducdo bacteriana foi encontrada com a associacdo de 100ug/mL

de corante e seiscentos segundos (21J de energia), porém nao tao efetiva quanto a

irrigacéo com o NaOCI, que apresentou 100% de elimina¢do bacteriana.

Analisando a terapia fotodinamica na reducdo de E. faecalis inoculados em

canais radiculares in vitro, Garcez et al. (2006) associou o laser de diodo (685nm) a
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uma pasta de corante azuleno (25%) e endo PTC, comparando-a ao uso do
hipoclorito de sédio 0,5%. Para tanto, o tempo de pré-irradiacdo do corante foi de
cinco minutos, a irradiacéo realizada com fibra Optica intracanal (poténcia de 10mW)
por trés minutos e com energia de 1,8J. Nos resultados, tanto o sensibilizador
quanto o laser sozinhos nédo obtiveram efeito bactericida. A solu¢do quimica por
trinta minutos reduziu o numero de bactérias em 93,25%, enquanto a terapia
fotodinamica resultou em 99,2%, podendo ser usado como adjunto ao tratamento

endodontico.

Williams et al. (2006) examinaram a aplicacao da desinfecgéo fotoativada em
suspensao e em canais radiculares. Em suspensao avaliaram a agao antimicrobiana
contra F. nucleatum, P. micros, P. intermedia e S. intermedius. O fotossensibilizador
(Tolonium chloride) foi empregado por sessenta segundos, havendo variagdo em
sua concentracdo. O laser usado no experimento foi o diodo (633nm), poténcia de
80mW, variando-se a dose de energia (2.4, 4.8 e 7.2J) e o tempo de exposicao (30,
60 e 90s). Para os canais radiculares, S. intermedius foram inoculados tanto em
blocos artificiais quanto em dentes humanos extraidos. O tratamento fotoativado
seguiu os parametros anteriormente citados, acrescentando-se apenas 0 uso de
uma fibra Optica intracanal de 400um de didmetro. Encontraram significante reducgéo
bacteriana com a associa¢do de corante e luz, quando comparada a luz e ao corante
sozinhos. A efetividade aumentou com o aumento da dose de energia, porém o

aumento de concentracao do corante nao foi um fator importante.

Também Soukos et al. (2006) avaliaram os efeitos da terapia fotodinamica em
suspensdo bacteriana (Porphyromonas gingivalis, P. intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Peptostreptococcus micros, Porphyromonas endodontalis e E. faecalis) e

em biofilme de E. faecalis em dentes extraidos humanos. Os microrganismos foram
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sensibilizados com azul de metileno (25ug/mL) por cinco minutos e expostos a luz
vermelha de 665nm. Em suspensdo, a fluéncia de 30J/cm? eliminou todas as
espécies, exceto E. faecalis (destruicdo de 53%). Em dentes, a mesma
concentragcdo do corante associada a luz vermelha (222J/cm?) foi capaz de eliminar
97% do biofilme de E. faecalis, usando uma fibra optica com difusores cilindricos
que distribuiam a luz uniformemente em 360 graus. Concluiram que a PDT pode ser
desenvolvida como adjunto na destruicdo de bactérias residuais em canais

radiculares.

Fonseca (2006) obteve resultados significativos com a PDT em canais
radiculares. O laser de diodo (660nm) com poténcia de 50mW por 320 segundos,
associado ao azul de toluidina a 0,0125% (5min), mostrou-se viavel como agente

bactericida contra E. faecalis obtendo 99,9% de redugé&o.

Entretanto, segundo Brasil (2006) a terapia fotodinAmica nao exerceu efeito
fungicida contra Candida albicans em canais radiculares bovinos. A autora utilizou
azuleno 25% associado ao Endo PTC e irradiagdo com laser de diodo (685nm). A
forma de irradiacdo foi com fibra Optica (P=15mW) por dois minutos e sem a fibra
(P=40 mW) por mais dois minutos. A descontaminagé&o foi alcangada somente com o

uso do hipoclorito de sodio a 1% por 15 minutos.

PDT foi entdo utilizada em canais radiculares in vivo por Bonsor et al. (2006).
Compararam o efeito da solucdo de &cido citrico 20% associada a terapia
fotoativada, com o da solugéo de acido citrico e hipoclorito de sédio 2,5%. No grupo
um, as amostras foram obtidas apdés o0 acesso; apds alargamento e terapia
fotodindmica; e apds uso de &cido citrico e hipoclorito de sédio. No grupo dois, as

amostras foram obtidas ap6s o acesso; apdés o preparo com 4acido citrico e

hipoclorito de sédio 2,25%; e apds subsequente tratamento fotoativado. Em ambos o
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fotossensibilizador foi agitado por sessenta segundos e a irradiagao realizada com
fibra Optica posicionada 4mm dentro do canal, por sessenta segundos. A luz foi
distribuida por dois minutos em cada canal, com poténcia de 100mW e dose de
energia de 12J. Concluiram que a desinfeccdo foto-ativada se mostrou tao efetiva
guanto a técnica convencional quimico-mecanica, podendo diminuir o tempo de

desinfeccdo do canal radicular.

Bonsor et al. (2006) avaliaram o efeito microbiolégico da desinfeccao foto
ativada como adjunto na descontaminacdo de canais radiculares in vivo, apés
terapia endodontica convencional. Para tanto, Tolonium chloride foi utilizado no
interior do canal e uma ponta emissora de luz proveniente de laser de diodo, a
100mW, foi inserida 4mm dentro do mesmo, por dois minutos. Apés a PDT, os
canais foram irrigados com hipoclorito de sddio 2,5%, para remocdo da solucao
fotossensibilizadora. Dos trinta canais avaliados, quatro permaneceram infectados
ap0s a terapia convencional e, apdés a terapia fotodinamica, trés apresentaram
cultura negativa. No Unico em que ainda havia presenca de bactéria, a fibra mostrou-
se fraturada, reduzindo a efetividade da luz. Os autores concluiram que o sistema

PDT pode destruir as bactérias residuais apos tratamento endodéntico convencional.

Associando também a terapia fotodindmica ao tratamento convencional em
canais radiculares, Garcez et al. (2007), compararam in vitro a efetividade
antimicrobiana da terapia fotodinamica, do tratamento convencional e da
combinagao de ambos para eliminacao de biofilme bacteriano em canais radiculares.
Foram inoculadas bactérias gram-negativas bioluminescentes (Proteus mirabiles,
Pseudomonas aeruginosa) por trés dias para formagao de biofilme em dentes
preparados. Na PDT foi utilizada a conjugacdo de clorina e polietleno como

fotossensibilizadora, e laser de diodo (660nm) com distribuicdo da luz por meio de
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fibra Optica (200um). Tal terapia foi comparada e combinada com o tratamento
convencional usando debridamento quimico e mecéanico. Os autores constataram
reducdo bacteriana, por meio da bioluminescéncia, em 90% com tratamento
endodontico convencional; 95% com PDT e 98% com a associacdo das mesmas.
Concluiram que a imagem bioluminescente é um eficiente caminho para monitorar a

terapia endodontica.

George & Kishen (2007), fizeram uma andlise fotofisica, fotoquimica e
fotobiologica do azul de metileno dissolvido em diferentes formulagbes em canais
radiculares. Para tanto agua, glicerol 70%, polietilenoglicol 70% e a combinacado de
glicerol/etanol/agua (30:20:50) foram analisados. A agregacao de moléculas de azul
de metileno depende da concentracdo molar do mesmo, o que é significante maior
em agua, quando comparado com outras formulagbes. A formulacdo combinada
efetivamente penetra nos tubulos dentinarios. Embora a afinidade do corante para E.
faecalis (gram positivo) e A. actinomycetemcomitans (gram negativo) tenha sido alta
na formulacdo baseada em agua, seguida da combinada; esta significantemente
aumentou a geragdo de oxigénio singleto e a foto oxidagcédo de substratos, quando
comparada as outras formulagfes. Também avaliaram tais formulacées na reducao
de biofilme formado por esses microrganismos. A formulacdo combinada
(glicerol/etanol/agua) demonstrou desinfeccdo de canais radiculares, frente ao

biofilme bacteriano.

Garcez et al. (2008) analisaram o efeito da terapia fotodindmica em
associacado com o tratamento endoddntico. Foram selecionados vinte pacientes, nos
guais foram coletadas amostras microbiol6gicas apos a cirurgia de acesso, apés a
terapia endodéntica e apés a PDT. O fotossensibilizador foi deixado dentro do canal

por dois minutos e, entdo, irradiado por meio de uma fibra optica de 300um de
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diametro, proveniente de laser de diodo (660nm). Com uma poténcia de 40mW, os
canais foram irradiados por 240 segundos, perfazendo uma energia de 9,6J. Ao final
da primeira sessdo os canais foram preenchidos com hidroxido de calcio e, apés
uma semana, foi realizada nova coleta para avaliagcdo de recolonizagdo. Uma
segunda terapia endodontica e PDT foram realizadas, como citadas anteriormente.
Na primeira sessao, a terapia endododntica permitiu uma reducéo de 1,08 log e a
combinagcdo com a PDT, uma reducéo de 1,83 log. A segunda sessdo mostrou uma
diminuicdo similar a primeira (1,14 log) e a PDT foi significantemente maior que a
primeira. Resultados sugerem que o uso da PDT em conjunto com o tratamento
endodontico conduz a uma diminuicdo bacteriana, podendo ser utilizado como

coadjuvante no tratamento de infecgdes orais.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a efetividade da terapia
fotodindmica com e sem o uso da fibra Optica intracanal, diante de diferentes

periodos de irradiacdo, na reducdo de Enterococcus faecalis em canais radiculares.
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4 METODO

4.1 Selecao da amostra

Esse estudo teve aprovacdo pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade de Taubaté em 30 de novembro de 2007, sob Protocolo n°. 0446/07

(Anexo A).

Na realizagdo desse estudo foram utlizados 72 dentes humanos
unirradiculares extraidos, dos quais 12 foram utilizados para a realizacdo do estudo
piloto e 60 para a execucado do experimento propriamente dito (Garcez et al., 2006;
Soukos et al.,, 2006; Williams et al., 2006). Os dentes, procedentes do Banco de
Dentes do Departamento de Odontologia da Universidade de Taubaté, foram limpos,
autoclavados e armazenados em solucdo salina para hidratacdo até o0 momento do

uso.

4.2 Preparo e instrumentacéo dos espécimes

Os dentes foram seccionados ao nivel da juncdo cemento-esmalte com disco
de Carburundum (Carbodent — Gysi S.A. — Buenos Aires — Argentina) acoplado a um
mandril em micromotor, de maneira que todas as raizes apresentassem um

comprimento padronizado em 15mm.
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O comprimento de trabalho foi determinado pelo método visual, subtraindo-se
um milimetro do comprimento obtido pela introducdo de uma lima tipo Kerr #10
(Dentsply/Maillefer S.A. — Ballaigues — Suica) até sua observacéo no forame apical.
O preparo do tergo cervical foi realizado com broca Gates-Glidden n® 3 e a
instrumentacdo do canal com limas flexofile (Dentsply/Maillefer S.A. — Ballaigues —
Suica) pela técnica seriada, alcancando o diametro cirdrgico com a lima tipo Kerr

#55.

Os canais foram irrigados com solucdo de hipoclorito de sédio 1%
(Biodinamica Quimica e Farmacéutica — Parana — Brasil) a cada troca de
instrumento, com o auxilio de seringa hipodérmica de 5mL e agulha intramuscular 20
x 5,5 mm (BD — Parana — Brasil). Apés instrumentacdo, os canais radiculares foram
preenchidos com solucdo de &cido etilenodiaminotetracético 17% (EDTA)
(Biodindmica Quimica e Farmacéutica — Parand — Brasil) por trés minutos, para
remoc¢do da smear layer e, entdo, substituido por solu¢do de hipoclorito de sédio 1%
para neutralizacdo. Posteriormente, os espécimes foram irrigados com &gua
destilada para a remoc¢é&o do hipoclorito de sédio e os canais radiculares secos com

cones de papel #55 (Dentsply/Maillefer S.A. — Ballaigues — Suica).

4.2.1 Vedamento e impermeabilizacdo externa das raizes

O vedamento do forame apical foi realizado com resina composta
fotopolimerizavel (Filtek Z 250 — 3M — Campinas — Brasil) de acordo com a técnica
preconizada para a confeccdo de restauracdes dentérias. Em seguida, as raizes

foram impermeabilizadas externamente com duas camadas de adesivo epoOxi
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Araldite (Brascola LTDA. — Taboado da Serra — SP — Brasil) aplicadas com o auxilio
de um pincel, em toda extenséo radicular, exceto na regido cervical na entrada do

canal, respeitando-se o tempo de trinta minutos entre a aplicagdo das mesmas.

Apés o0 preparo biomecanico, vedamento da regido apical e
impermeabilizacdo externa das raizes, todas as amostras foram imersas em

recipiente com agua destilada e autoclavadas a 121°C por 15 minutos.

Os procedimentos a seguir foram realizados com assepsia em camara de

fluxo laminar (Veco — Piracicaba — SP — Brasil).

4.2.2 Inclusdo em placas de poliestireno

Depois de esterilizadas, as amostras foram transferidas, com auxilio de
pincas esterilizadas, para placas de Petri esterilizadas contendo papel filtro
(Whatman n°l — International Ltda. — England) para a secagem das mesmas (Figura

2-A).

Em seguida, os espécimes foram aleatoriamente distribuidos em placas de
poliestireno para cultura de células (Costar — Nova York — EUA) e incluidos
assepticamente com resina acrilica quimicamente ativada (Artigos Odontolégicos
Classico — Séo Paulo — SP — Brasil) nos 5mm apicais (Figura 2-B). Foram utilizadas
seis placas de cultura de 24 pocos, com dez espécimes em cada, de modo que 0s
mesmos ficassem dispostos de modo intercalado nos orificios, para facilitar o

tratamento (Figura 3).
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Figura 2 — Secagem e fixagcdo das amostras na placa de cultura de células

Figura 3 — Distribuicdo das amostras nos orificios as placas de cultura de células

4.3 Preparo da suspenséo de Enterococcus faecalis

Cepa padrao de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foi reativada em caldo
BHI (Brain Infusion Hearth) (Difco — Detroit — Michigan — EUA) e incubada em estufa

com 5% de CO2a 37°C, por 24 horas.
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A cultura de 24 horas foi semeada em placa de Petri contendo &gar BHI e,

entdo, incubada em estufa com 5% de CO2 a 37°C, por mais 24 horas.

Apébs crescimento microbiano, foi preparada uma suspensdo em tubo,
contendo 10mL de solucao salina esterilizada (NaCl 0.9%), compativel ao padrdo 2
da escala de Mc Farland. Foram misturados em tubo de ensaio esterilizado 5mL da
suspensao preparada e 5mL de caldo BHI para obtencdo da suspensédo de
concentracdo final (Figura 4). Dessa suspensdo, foram preparadas diluicbes
seriadas (102, 10 10°, 10°) e aliquotas de 0,1mL das diluicbes semeadas em
placas de Petri contendo 4gar BHI, em duplicata. Estas foram incubadas por 24
horas, com 5% de CO:2 a 37°C para determinacdo do numero de unidades

formadoras de col6dnia por mililitro (UFC/mL).

CEPA REATIVACAO SUSPENSAO
SEMEADURA
(ATCC 29212) EM CALDO BHI padrao 2 - Mc Farland
) ) -
10 ml
SUSPENSAO CALDO SUSPENSAO
padrao 2 BHI FINAL
smi 5ml 10m|

Figura 4 — Esquema representativo para obtencdo da suspensédo de concentracao final

de E. faecalis
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4.3.1 Contaminacao dos espécimes

Vinte microlitros da suspenséo de concentracao final de E. faecalis foram
injetados dentro do sistema de canais radiculares por meio de seringa para insulina
de 0.3 cc (BD Ultra-Fine — New Jersey — Estados Unidos) (Figura 5-A) e, em
seguida, foi colocada uma bolinha de algodao esterilizada na entrada do canal

radicular de cada amostra (Figura 5-B).

Em cada placa de cultura de células foi colocado algoddo esterilizado
umedecido em agua destilada esterilizada, ocupando quatro pocos, para assegurar
a umidade do ambiente. A tampa da placa foi fechada, vedada com fita adesiva, e 0
conjunto mantido em estufa sob condi¢cdes anteriormente descritas, por 21 dias. A
cada dois dias foram acrescentados 20uL de caldo BHI no interior dos canais, com o
auxilio da seringa de insulina, e trocado o algoddo embebido em agua destilada,

presente nos pogos das placas.

g |
: .
. - >

3B
H @
[ 4

— A = B

Figura 5 — Contaminacdo das amostras com a suspensao final de E. faecalis e
selamento da entrada dos canais radiculares
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4.4 Coleta prévia ao tratamento

Apos 21 dias de incubacéo, foi introduzido no interior de cada canal radicular
um cone de papel absorvente esterilizado Protaper F3 (Maillefer — S.A. — Suica),
durante um minuto. Com auxilio de uma pinga clinica esterilizada, cada cone foi
transferido para um flaconete de polipropileno (Eppendorf) contendo 1mL de solugéo
salina esterilizada (NaCl 0,9%). Em seguida, o0 mesmo foi colocado em agitador de
tubos (Vértex AD 56 — Phoenix — Araraquara SP — Brasil) durante trinta segundos e,
a partir de cada suspensao, foram preparadas as diluices seriadas (10%, 10, 107,
10®). Aliquotas de 0,1mL da suspensdo e de cada diluicio foram semeadas em
duplicata em placas de Petri contendo agar BHI (Figura 6). As placas foram
incubadas conforme descritas anteriormente e, apds 24 horas, foi realizada a
contagem de colbnias nas placas que apresentavam entre trinta e trezentas col6nias

e calculado o numero de unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL).

0,1 mL 0,1 mL 1 mL 1mL
£y ' % 'R % 'R %
— g 9,9 mL 9,9 mL 9mL 9 mL
(102) (10%) (10°) (10%)
0,1 mL 1 0,1 mL 1
~ ~
/

Numero de UFC/mL = numero de colbénias x diluigdes utilizadas

Figura 6 — Esquema representativo da coleta, das diluicbes seriadas e plagueamento
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4.5 Divisao dos espécimes

Apbs a coleta inicial para contagem de células (UFC/mL) as sessenta
amostras foram divididas aleatoriamente em cinco grupos experimentais e um grupo
controle, com dez amostras cada, de acordo com o tratamento a ser realizado.

O equipamento utilizado nesse estudo foi o laser de diodo de baixa poténcia,
modelo Thera Lase (DMC Equipamentos Ltda. — S&o Carlos — SP — Brasil) com
comprimentos de onda de 685nm (vermelho) e 830nm (infravermelho) e poténcia
variavel entre 35mW e 100mW (Figura 7). O aparelho é composto por uma peca de
mao de 600um, calibrada para trabalhar até 100mwW, de acordo com a aplicagédo
desejada (Figura 8). Para a realizagéo desse estudo, o fabricante desenvolveu uma
fibra dptica especifica de 216um para uso intracanal, ajustavel até a poténcia

maxima de 90mW.

Figura 7 — Equipamento Thera Lase (DMC) — laser de diodo de baixa
poténcia
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Figura 8 — Peca de méao original do equipamento de 600um e fibra éptica intracanal de
216pm desenvolvida pelo fabricante (DMC)

Grupo 1 - os espécimes receberam solucdo de azul de metileno a 0,01%
(Férmula & Acdo — S&o Paulo — Brasil), por meio de uma agulha de insulina em
guantidade suficiente para o preenchimento dos canais, por um periodo de cinco
minutos (TPl — tempo de pré-irradiacdo) (Figura 9). Em seguida, foram irradiados
com laser de diodo, no comprimento de onda de 665nm, utilizando-se o sistema de
entrega por fibra 6ptica de didametro 216um e emitindo a poténcia maxima de 90mwW
na saida da mesma (Figura 10). A irradiacdo foi realizada por um minuto e trinta
segundos seguindo a técnica helicoidal (Gutknecht et al., 1996) na qual a fibra é
introduzida 1mm aquém &pice e recuada em movimentos helicoidais permitindo a

irradiacdo em todas as paredes do canal radicular.

Grupo 2 - os espécimes foram corados como descrito no grupo 1 e irradiados
utilizando-se o sistema de entrega por fibra dptica intracanal, do mesmo modo que o
grupo 1, por um periodo de trés minutos (duas repeticdes de um minuto e trinta

segundos).
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Figura 9 — Preenchimento das amostras
com azul de metileno 0,01%

Figura 10 — Irradiacédo laser por meio de fibra 6ptica intracanal

Grupo 3 - os espécimes foram corados como descrito no grupo 1 e irradiados
com o laser de diodo. O sistema de entrega foi realizado unicamente pela peca de
mao emitindo a poténcia maxima de 100mW. A irradiacdo foi realizada por um
minuto e trinta segundos posicionando-se a peca de méao diretamente na entrada do

canal radicular (Figura 11).
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Grupo 4 - os espécimes foram corados como descrito no grupo 1 e
irradiados utilizando-se sistema de entrega sem fibra Optica intracanal, do mesmo
modo que no grupo 3, por um periodo de trés minutos (duas repeticdes de um

minuto e trinta segundos).

Figura 11 — Irradiac&o laser sem a utilizagdo de fibra Optica intracanal

Grupo 5 - os espécimes receberam solugdo de hipoclorito de sédio 1%, em

guantidade suficiente para preencher os canais, por um periodo de 15 minutos.

Grupo 6 - os espécimes ndo receberam tratamento. Este grupo foi realizado

para o controle da contaminacao.
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Apébs seus respectivos tratamentos, todos os espécimes foram irrigados com
3mL de solucédo salina esterilizada (NaCl 0,9%) a fim de se remover o corante e o
hipoclorito utilizado.

Os parametros de irradiacdo utilizados nesse experimento foram baseados
nos resultados obtidos apdés a realizagdo de um estudo piloto. Para tal, doze
amostras foram preparadas, padronizadas, contaminadas e coletadas, conforme
descrito anteriormente. Em seguida, os canais radiculares foram preenchidos com
azul de metileno por cinco minutos (TPI) e irradiados com sistema de entrega por
meio de fibra Optica intracanal com 216um de didmetro. Quatro grupos (n=3) foram

estudados modificando-se a poténcia e o tempo de irradiacdo, a seguir:

TEMPO POTENCIA
Grupo 1 5 min 75 mWwW
Grupo 2 5 min 90 mW
Grupo 3 3 min 90 mwW
Grupo 4 1min30s 90 mw

Figura 12 — Parametros utilizados nos grupos experimentais do estudo piloto

ApOs a realizagdo dos tratamentos e irrigacdo, as amostras foram coletas,
diluidas, semeadas e incubadas por 24 horas para a contagem das UFC/mL.

Os resultados mostraram que a reducdo bacteriana foi em ordem
decrescente: G2 > G3 > G4 > G1, entretanto ndo houve diferenga estatisticamente

significante entre os grupos (p>0,05 %) (Apéndice A).
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Em vista disso e levando-se em consideracdo que a permanéncia do corante
no interior dos canais radiculares provoca o manchamento dental, optou-se pela
utilizacdo de uma poténcia maior com menores periodos de exposicao.

Sendo assim, para o0 presente estudo selecionou-se a poténcia de 90mwW
(poténcia maxima permitida com o uso da fibra Optica) e os periodos de trés minutos

e um minuto e trinta segundos.

4.6 Coleta ap6s tratamento

Imediatamente apds término dos procedimentos, uma nova coleta foi
realizada com cone de papel esterilizado, o qual permaneceu no interior do canal
radicular por periodo de um minuto. Com auxilio de pinga clinica esterilizada, cada
cone retirado do canal foi colocado em flaconetes de polipropileno (Eppendorf)
contendo 1mL de solucdo salina esterilizada (NaCl 0,9%) e agitados por trinta
segundos em agitador de tubos. A partir dessa suspensado, foram preparadas
diluicBes seriadas (pura, 102, 10°, 10™). Aliquotas de 0,1mL da suspensdo e de
cada diluicdo foram semeadas em placas de Petri contendo agar BHI.

Todas as placas semeadas foram incubadas na estufa com 5% de CO:2 a
37°C por 24 horas e, apos esse periodo, procedeu-se a contagem (Figura 13) e o

calculo do numero de unidades formadoras de colénias para cada placa.
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Figura 13 — Contagem do numero de unidades formadoras de colbnias
(UFC)

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos, relativos as contagens de unidades formadoras de
colénias, foram submetidos a analise estatistica por meio do programa estatistico
BioEstat 5.0 (Sociedade Civil de Mamiraua, Belém-Brasil).

Para a verificagdo da distribuicdo amostral utilizou-se o teste de normalidade
Kolmorov-Smirnov (Lilliefors), apresentando distribuicdo ndo normal.

Dessa forma, para a verificacdo da diferenca de reducéo bacteriana dentro de
cada grupo, antes e depois dos tratamentos realizados, utilizou-se o teste de
Wilcoxon (amostras relacionadas); e, para a verificagdo da diferenca entre os
grupos, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis (amostras independentes) com nivel de

significancia estabelecido em 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

A eficacia antimicrobiana dos tratamentos realizados, tanto por meio da
terapia fotodin@mica quanto do hipoclorito de sdédio a 1%, foi avaliada pela contagem
do numero de unidades formadoras de colbnias de Enterococcus faecalis por mililitro
(UFC/mL).

Os resultados relativos aos cinco grupos experimentais foram baseados nas
meédias do numero de UFC/mL, antes (inicial) e depois do tratamento (final), e no
célculo das porcentagens de reducdo (Tabela 1). As médias de UFC/mL obtidas
para o0s cinco grupos estao representadas pela Figura 14, em escala logaritmica.

Os valores absolutos, médias e porcentagens de reducdo dos

microrganismos, para cada amostra, estdo disponibilizados nos Apéndices B, C e D.

Tabela 1 — Médias iniciais e finais das UFC/mL de E. faecalis em valores exponenciais
(nimero) e logaritimo (log), médias das porcentagens de reducéo (%) e desvio padrao (DP)
dos grupos experimentais

Numero log % DP
(UFC/mL) (UFC/mL) MEDIA DA desvio badrio
INICIAL FINAL INICIAL FINAL DE REDUCAO P
G1 9,5 x 10° 5,0 x 10* 6.96 4.31 99.48 0.63
G2 5,3 x 10° 1,5 x 10* 6.68 4.17 99.65 0.49
G3 4,5 x 10° 1,9 x 10* 6.58 3.75 99.41 0.70
G4 7,2 x 10° 9,8 x 10° 6.61 3.38 99.64 0.53
G5 8,5 x 10° 2,6 x 10° 6.87 1.95 100 0

G1l:PDT- 90 mW /1 mine 30s /com fibra; G2: PDT - 90mW / 3min/ com fibra;
G3: PDT-100 mW /1 min e 30 s/sem fibra; G4: PDT - 100 mW / 3min / sem fibra;
G5: Hipoclorito de s6dio 1%
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Figura 14 — Representacdo grafica das médias do log UFC/mL de E. faecalis
presentes nas contagens antes e depois dos tratamentos

A porcentagem de reducdo de unidades formadoras de colbnias, apos o0s
respectivos tratamentos, foi em ordem decrescente: G5, G2, G4, G1 e G3 (Figura
15).

A analise comparativa da porcentagem de reducdo de E. faecalis, entre os
diferentes grupos, pelo teste de Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5%
(Apéndice E), indicou diferenca estatistica significante entre os grupos 1 e 5, sendo
gue a porcentagem de reducdo imediata do grupo 5 foi maior que o grupo 1,
confirmando que o tratamento com hipoclorito de sédio 1% foi melhor em relacéo a
terapia fotodinAmica com uso de fibra optica por um minuto e meio de irradiacao.
Também foi observado diferenca estatistica significante entre os grupos 3 e 5,
apresentando a média do grupo 5 maior que do grupo 3, o que demonstra uma
superioridade do hipoclorito de sdédio 1% frente a PDT sem uso de fibra Optica, por
um minuto e meio de irradiacdo. Nao houve diferenca estatistica significante entre os
demais grupos denotando que ocorreu semelhanca no comportamento de E. faecalis

frente aos tratamentos utilizados (Figura 15).
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Figura 15 — Representacdo grafica das médias das porcentagens de reducédo de
UFC/mL, desvio padrdo e analise estatistica entre 0s grupos experimentais. Barras
representadas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, por
meio do teste Kruskal-Wallis

Na comparacdo entre a contagem de microrganismos presentes antes e
depois de cada tratamento, pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%
(Apéndice F) foi possivel observar diferenca estatistica significante em todos os
grupos, apresentando as meédias das contagens iniciais maiores que as finais,
demonstrando que houve reducdo bacteriana imediata significante em todos os

tratamentos realizados.
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6 DISCUSSAO

6.1 Discussao da importancia do tema

Mesmo com o avango técnico-cientifico presenciado na endodontia nos
tempos atuais, depara-se ainda com grande numero de insucessos no tratamento
endodéntico, causados pela persisténcia de microrganismos no interior de tubulos
dentinarios. Tal fato representa grande preocupagdo e desafio para os

pesquisadores.

Diante da problematica da desinfeccéo, existe uma tendéncia ao constante
desenvolvimento de tecnologias e procedimentos que possam aumentar a
efetividade do tratamento endodéntico, atingir melhores resultados, diminuir o tempo

de trabalho e, consequentemente, resultarem em maior qualidade de tratamento.

Dessa forma, a laserterapia vem conquistando seu espac¢o na odontologia
moderna. A terapéutica utilizando laser esta cada vez mais presente na clinica
diaria, uma vez que tais aparelhos tém proporcionado multiplas aplicabilidades.

Sabe-se que o laser de baixa poténcia promove o aumento do metabolismo
celular induzindo a biomodulagdo, efeito analgésico e antiinflamatério; sendo
indicado para o alivio da dor, herpes, trismos, parestesias, hipersensibilidades
dentinarias, pos-intervengbes endodénticas, aftas, entre outras (Walsh, 1997;
Brugnera Junior et al., 2003).

Além disso, estudos na literatura tém mostrado a eficiéncia desse laser,
apresentando-o como uma nova alternativa de tratamento para a reducéo bacteriana

(Williams et al., 2003; Chan & Lai, 2003; Prates et al., 2006; Soukos et al., 2006;
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Zanin et al., 2006). Denominada de terapia fotodindmica, sua principal indicagéo na
odontologia refere-se ao tratamento de infecgbes localizadas, ndo devendo,
entretanto, ser utilizada como terapia uUnica, e sim como coadjuvante para as
infeccbes orais (Garcez et al., 2003; Zanin et al., 2006). A PDT destaca-se
principalmente na endodontia, uma vez que microrganismos desempenham papel
fundamental no desenvolvimento de doengas pulpares e periapicais, sendo a
desinfeccdo dos canais radiculares condicdo imprescindivel para a reparacao
tecidual e sucesso do tratamento.

Cabe ressaltar que no tratamento endoddntico convencional, o hipoclorito de
sbédio é a substancia quimica de eleicdo para a sanificagdo dos canais radiculares,
devido suas propriedades de dissolugao tecidual, baixa tenséo superficial (Naenni et
al., 2004) e atividade antimicrobiana (Vianna et al., 2004). Em contrapartida, o
mesmo pode ser irritante aos tecidos vitais, acarretando em complicagdes quando

usado indevidamente.

Sabe-se que o extravasamento acidental do hipoclorito de sédio para os
tecidos periapicais induz processos inflamatérios severos na regido, causados por
seu efeito oxidativo, tais como dor intensa, desenvolvimento de edema, hematoma e
necrose (Kaufman & Keila, 1989; Becking, 1991). Em vista disso, devem-se enfatizar
os casos de rizogénese incompleta, reabsorgbes radiculares e perfuragbes, nos
quais pode ocorrer, com maior frequéncia, a passagem da substancia quimica pelo
forame apical ou comunicagdes com o periodonto. Nessas situagdes, a agresséo

determina o atraso da reparacéo tecidual (Mehra et al., 2000).

Embora pouco citado na literatura, ndo se deve desprezar a possibilidade dos
pacientes serem alérgicos ao hipoclorito de sédio (Caliskan et al., 1994), devendo-se

questiona-los quanto a possibilidade de alergia ao cloro.
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Diante do exposto, a utilizagdo do laser de baixa poténcia como agente
antimicrobiano somado a sua facilidade de aplicagao, auséncia de efeitos sistémicos
e caracteristicas atraumaticas (Zanin et al., 2003) justificam a utilizagdo da terapia

fotodindmica como um tratamento alternativo na endodontia.

6.2 Discussao da metodologia empregada

E unanime na literatura que o Enterococcus faecalis, microrganismo de dificil
eliminagdo, esta comumente relacionado as infecgdes endodédnticas persistentes,
secundarias, recorrentes e aos dentes obturados com falha durante o tratamento

(Dunavant et al., 2006; Melker et al., 2006; Stuart et al., 2006; Zoletti et al., 2006).

Além da capacidade de penetrar em profundidade nos tubulos dentinarios,
dificultando a acdo de substancias quimicas, E. faecalis permanecem latentes em
condigbes ambientais extremas, tornando-se viaveis com aporte nutricional limitado
por longos periodos no sistema de canais radiculares, apos o tratamento

endodontico (Sedgley et al., 2005).

Suas propriedades alcalino-tolerantes, associadas a fatores de viruléncia,
permitem sua sobrevivéncia em meio as substancias quimicas auxiliares e as
medicagdes intracanais comumente usadas em endodontia. Destaca-se também por
estar cada vez mais resistente aos antibidticos, entre eles eritromicina, ampicilina,

clindamicina, metronidazol e tetraciclina (Dahle’n et al., 2000).

Dada a importéncia desse microrganismo nas infecgcbes endoddnticas, o
presente estudo avaliou a efetividade da terapia fotodinamica em canais radiculares

contaminados com E. faecalis.
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Quanto aos procedimentos de inoculagdo dos espécimes, o tempo de
contaminagao foi estabelecido em 21 dias de acordo com Haapasalo & Orstavik
(1987). Esses autores verificaram que o tempo de infecgdo prolongado leva a uma
maior quantidade de tubulos infectados. Entretanto verificam-se na literatura
periodos de contaminacido distintos dos utilizados nesse estudo, como 24 horas
(Garcez et al., 2006), 48 horas (Fonseca, 2006) e trés dias (Soukos et al., 2006;
Garcez et al.,, 2007). De acordo com os estudos de Zanin et al. (2005), no qual
compararam a terapia fotodindmica em biofilme de S. mutans formado por trés, sete
e dez dias, os autores constataram que o biofilme formado por maior tempo foi

menos susceptivel a terapia fotodinamica.

Em relagcédo a terapia fotodinamica, trata-se de uma modalidade terapéutica
capaz de produzir morte celular por meio da administracdo de um
fotossensibilizador, seguido da aplicagdo de luz em comprimento de onda adequado.

Dessa forma, qualquer fonte de luz pode ser utilizada, desde que seja
coerente com o pico de absor¢gdo do agente fotossensibilizante. A maioria dos
trabalhos associam a terapia fotodindmica com o laser helio-nednio (Seal et al.,
2002; Williams et al., 2003; Chan & Lai, 2003) ou laser de diodo (Chan & Lai, 2003;
Komerick et al., 2003; Prates et al., 2006; Souza et al., 2006; Zanin et al., 2006;
Garcez et al., 2008); embora alguns trabalhos demonstrem resultados satisfatorios
com o uso do LED (Zanin et al., 2005; Bevilacqua et al., 2007). Um unico relato
associou a terapia com ladmpada de xenbnio (Matevisk et al., 2003), obtendo

resultados semelhantes quando comparados ao laser He-Ne.

No presente estudo utilizou-se o laser de diodo de baixa poténcia (Thera Lase
— DMC) por permitir a utilizacdo de uma fibra éptica de diametro reduzido (216um) e

apresentar comprimento de onda de 685nm, ressonante ao corante empregado.
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Além disso, trata-se de um aparelho de custo intermediario, portatil e eficiente por

abranger o espectro vermelho e infravermelho (Walsh, 1997).

Como a maioria das bactérias ndo € capaz de absorver a luz visivel, é
fundamental que um fotossensibilizador seja utilizado, com espectro de absorgéo
condizente ao comprimento de onda emitido pelo laser. Além disso, os corantes
devem exibir caracteristicas como baixa toxicidade no escuro (Tardivo et al., 2005) e

ter grande rendimento.

Atualmente diversos fotossensibilizadores estdo sendo empregados nos
estudos, dentre os quais podem ser citados: azul de metileno (Souza et al., 2006)
azul de toluidina (Zanin et al., 2006), azuleno (Garcez et al., 2006), clorina, verde de
malaquita (Prates et al., 2006) e rosa bengala (Paulino et al., 2005). Entretanto
observa-se na literatura que os corantes mais utilizados sdo o azul de toluidina
(Williams et al., 2003; Matevisk et al; 2003; Zampieri et al., 2003; Usacheva et al.,
2003; Bevilacqua et al., 2007) e o azul de metileno (Chan & Lai, 2003; Usacheva et
al., 2003; Soukos et al., 2006).

O azul de metileno € um composto fenotiazinico de cor azul, com absorgéo
maxima na regidao do vermelho visivel, compativel com o comprimento de onda do
laser escolhido (A=685nm) (Walsh, 1997; Tardivo et al., 2005). Uma caracteristica
importante das fenotiazinas € a presenga da carga positiva, a qual & atraida por
cargas negativas, possibilitando uma maior afinidade por organelas estratégicas
como reticulo endoplasmatico, lisossomos, complexo de Golgi e, sobretudo,
mitocdndria, fundamental na morte celular programada. Além disso, possui alto
rendimento na geragdo de espécies reativas, gerando concentragdes altas de
oxigénio singleto (Ball et al., 1998; Severino et al., 2003). Diante do exposto, o azul

de metileno foi o corante selecionado para esse estudo.
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Quanto a concentragdo do agente fotossensibilizador, cabe ressaltar que
existe a possibilidade de manchamento dental, uma vez que alteragcbes cromaticas
coronarias foram constatadas no estudo de Gongalves (2005). Exercendo
preocupacao entre os pesquisadores, estudos recentes tém buscado desenvolver
associagbes dos fotoativadores com Endo PTC (Garcez et al., 2006; Gongalves,
2005), além do desenvolvimento de novas formulagdes visando minimizar esse dano
(George & Kishen, 2007). Em vista disso, a concentracao de 0,01% foi utilizada por
se tratar de uma concentracdo baixa, até o presente momento. Entretanto, novos
experimentos devem ser realizados com enfoque no manchamento, evitando-se o
comprometimento estético dental.

Com relag&o ao tempo de pré-irradiagao (TPI), necessario para a penetragéo
do corante nas estruturas celulares das bactérias, a literatura oferece relatos que
variam de sessenta segundos a dez minutos. Entretanto, o tempo prolongado
tornaria essa técnica inviavel clinicamente. Optou-se pelo TPl de cinco minutos,
fundamentado nos resultados satisfatérios demonstrados (Soukos et al., 1996;

Matevisk et al., 2003; Garcez et al., 2006; Fonseca, 2006).

Outro fator a ser considerado é o sistema de entrega do laser, com ou sem a
utilizacdo de fibra dptica intracanal. Alguns autores justificam a necessidade do
emprego da fibra pelo tamanho compativel aos canais radiculares, o que permite
que o feixe de irradiagéo alcance toda a extensdo dos mesmos (Garcez et al., 2006).

Entretanto, o uso da fibra 6ptica pode ser uma condicido limitante, uma vez
que o diametro da mesma pode restringir sua aplicagao diante de canais radiculares
mais delgados. Seal et al. (2002) alcangaram em seus estudos uma redugao
bacteriana de 99,9%, em canais radiculares, sem a utilizacdo da fibra optica

intracanal.



Discussao 59

Cabe ressaltar que os lasers de alta poténcia necessitam da liberagao de alta
temperatura, adjacente as paredes dentinarias, para exercerem o efeito
antimicrobiano, a qual é conseguida por meio de uma fibra éptica intracanal. Em
contrapartida, os lasers de baixa poténcia destroem os microrganismos sem, no
entanto, necessitarem do aumento de temperatura. Alguns estudos demonstraram
que as alteragcdes de temperatura provenientes dos lasers de baixa poténcia sao
minimas e incapazes de provocar alteragao tecidual (Gutknecht et al., 2005). Isso
proporciona a segurancga dos tecidos subjacentes, ligamento periodontal e osso
alveolar, eliminando a possibilidade de necrose dos mesmos (Damante et al., 2004;
Gutknecht et al.,, 2005). Sua eficacia relaciona-se unicamente as reacdes
fotoquimicas induzidas pelo laser. Diante do exposto, o sistema de entrega foi
realizado com e sem a utilizagcao de fibra éptica intracanal, para a verificacdo de sua

necessidade.

Devido a auséncia de um protocolo, os parametros relacionados a irradiagao

sdo, sem duvida, os motivos de maior polémica entre os autores.

Estudos mostram uma variabilidade no tempo de exposi¢cao ao laser, desde
trinta segundos (Silbert et al., 2000) até trinta minutos (Zanin et al., 2006). Todavia
os mais utilizados s&o os periodos de dois minutos (Bonsor et al., 2006a; Bonsor et
al., 2006b), trés minutos (Garcez et al., 2006; Williams et al., 2006) e cinco minutos

(Soukos et al., 2006; Fonseca, 2006).

De acordo com os estudos de Williams et al. (2003), Zanin et al. (2005) e
Prates et al. (2006), a inativagdo dos microrganismos € maior conforme a dose de
energia € aumentada. Sabendo-se que a dose de energia € proporcional a poténcia
e ao tempo de irradiacido, procura-se, do ponto de vista endoddntico, aumentar a

poténcia e diminuir o tempo de exposi¢ao ao laser.
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Diante do exposto, os parametros utilizados no presente estudo foram
baseados a partir do estudo piloto. Dessa forma, foram escolhidas as poténcias
maximas permitidas pelo aparelho, tanto para o uso da pega de mao (100mW),
quanto para o uso da fibra éptica intracanal (90mW). Em vista da semelhante
reducao bacteriana apresentada frente aos periodos de tempo de cinco minutos, trés

minutos e um minuto e meio, os menores tempos foram selecionados.

6.3 Discussao dos resultados

A analise dos resultados obtidos no presente estudo, frente a efetividade dos
parametros instituidos, mostrou semelhangcas de porcentagem de redugao
microbiana entre todos os tratamentos aplicados, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante entre os grupos irradiados (G1, G2, G3 e G4).

Dentre os dois grupos irradiados pelo tempo de um minuto e meio (G1 e G3),
as amostras irradiadas por meio da utilizacéo de fibra optica intracanal apresentaram
melhores resultados que as amostras irradiadas sem o uso da fibra, embora néo

tenha havido diferenga estatisticamente significante entre eles.

Resultados semelhantes quanto a redugao bacteriana alcangada no presente
estudo, por meio de fibra 6ptica, também foram encontrados nos estudos de Garcez
(2002), Soukos et al. (2006), Bonsor et al. (2006a) e Bonsor et al. (2006b).

Entretanto, raros trabalhos na endodontia avaliaram a eficiéncia da terapia
fotodindmica sem o uso de fibra optica. Os resultados obtidos nos grupos sem fibra
optica (G3 e G4) estdo de acordo com Seal et al. (2002), que constataram

destruicdo expressiva de microrganismos (99,9%) sem a utilizagdo da mesma.
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Nos estudos de Brasil (2006), o emprego de uma fibra optica no interior do
canal pelo periodo de dois minutos, seguida da utilizagdo da pega de mao na
entrada do canal por mais dois minutos, ndo proporcionou efeito antimicrobiano. No
entanto, tais resultados provavelmente se devem aos baixos parametros de

irradiagao utilizados (15mW e 1.8J, 40mW e 4.8J, respectivamente).

Diante da inexisténcia de trabalhos comparando os diferentes sistemas de
entrega dos lasers de baixa poténcia, os resultados obtidos, nas condigbes
mencionadas, sugerem que a ativagdo do corante ocorre mesmo a distancia,
independente de haver contato com as paredes dentinarias por meio de fibra dptica.

Este fato poderia ser justificado em decorréncia da radiacdo laser sofrer
absorgao, reflexdo, transmisséo e espalhamento nos tecidos em diferentes graus.

Nos grupos G2 e G4, nos quais foram mantidos os sistemas de entrega
anteriormente citados, duplicou-se o tempo de irradiagdo para trés minutos. As
amostras do grupo irradiadas com a utilizagdo da fibra (G2) apresentaram
novamente os melhores resultados, embora sem diferenca estatisticamente
significantes, concordando com os estudos de Garcez (2002), Soukos et al. (2006),
Bonsor et al. (2006a) e Bonsor et al. (2006b).

Entretanto, aumentando-se o tempo de exposi¢ao, os efeitos antimicrobianos
parecem mais evidentes. Considerando que o tempo de exposicdo € diretamente
proporcional a dose de energia distribuida, os resultados desse estudo estdo em
concordancia com os da literatura, na qual autores verificaram que a eficacia
antimicrobiana da terapia fotodinamica aumenta conforme a dose de energia
irradiada (Seal et al., 2002; Williams et al., 2003; Prates et al., 2006).

Deve-se levar em consideracdo que o aumento do tempo de exposi¢cao

aumenta a possibilidade de manchamento do elemento dental. Fato este constatado
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por Gongalves (2005). Outro dado interessante foi relatado por Prates et al. (2006),
quando em seus estudos constataram que o fotossensibilizador se degrada durante
a irradiacao laser, demonstrando que com o0 aumento da exposicdo, ha diminuicéo

nos picos de absorg¢ao do corante.

Em vista do exposto e da caréncia de estudos relacionando a atividade da
PDT com alteragdes cromaticas dentais, novas pesquisas devem ser realizadas em
busca de novas concentragdes dos fotossensibilizadores ou de técnicas de remocao
dos mesmos sem que ocorram tais efeitos indesejaveis.

Assim como nos resultados do presente estudo, Soukos et al. (2006)
verificaram que, embora a PDT tenha reduzido 97% de E. faecalis., a terapia néo
promoveu a erradicacdo total da espécie em canais radiculares. O mesmo foi
observado nos estudos de Garcez et al. (2006), o qual atingiu uma redugao
bacteriana de 99,2%. Entretanto, o estudo de Garcez (2002) mostrou resultado de
grande valor, o qual alcangou 100% de eliminacdo de E. faecalis em canais
radiculares, por meio da terapia fotodinamica.

Os resultados encontrados quando se comparou a terapia fotodinadmica (G1,
G2, G3 e G4) a terapia quimica (G5) mostraram que o hipoclorito de sdédio
apresentou os melhores resultados, apresentando diferenca estatisticamente
significante com o grupo 1 e o grupo 3.

No presente estudo, os resultados obtidos com o hipoclorito de sodio a 1%,
coincidem com aqueles alcangados por Seal et al. (2002) e Brasil (2006), os quais
obtiveram eliminagao bacteriana de 100%.

Diante dos resultados desse experimento e de acordo com os estudos da
literatura, o hipoclorito de sédio ainda é a substancia quimica de eleicdo para a

limpeza e desinfeccdo dos canais radiculares. Desta forma, a terapia fotodinamica
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representa um recurso valioso como coadjuvante, no combate a infecgao,
principalmente em situacbes especiais como pacientes alérgicos ao hipoclorito
sédio, rizogénese incompleta, reabsor¢des radiculares e perfuragdes.

Cabe ressaltar que embora os parametros utilizados nesse estudo sejam
fatores controlaveis na terapia fotodinamica, deve-se levar em consideragao que
caracteristicas das células alvo e do meio, como a concentragado de oxigénio, o pH e

o substrato, podem ter influéncia no sucesso do tratamento.

Necessidade de novas pesquisas, para o aperfeicoamento no que diz respeito
a acao da PDT em canais radiculares, deve ser realizada, uma vez que se verificou

que a terapia alcangou reducdes muito préximas das idealizadas.

Em vista disso, sugere-se a realizagdo de estudos avaliando a agao da
terapia fotodinamica em profundidade de dentina, pois a hipotese de essa terapia
alcancar regides de dificil acesso podera trazer grandes contribuigbes para a

descontaminagao dos canais radiculares.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo experimental in vitro permitem

concluir que:

e 0s parametros da terapia fotodinadmica utilizados nos diferentes grupos
proporcionaram resultados significativos e semelhantes na reducéao
intracanal de Enterococcus faecalis, sem a obtencao de erradicacao
total das bactérias;

e a utilizacdo de poténcias maximas permitiu a reducdo do tempo de
irradiacdo sem interferir na agao antimicrobiana;

e 0 emprego da fibra optica ndo influenciou de forma significativa na

reducdo bacteriana quando comparado ao uso da peca de mao.



65

REFERENCIAS?

1. Ferrari PHP, Cai S, Bombana AC. Effect of endodontic procedures on
enterococci, enteric bacteria and yeasts in primary endodontics infections. Int
Endod J 2005; 38(6):372-380.

2. Buck RA, Eleazer PD, Staat RH, Scheetz JP. Effectiveness of three
endodontic irrigants at various depths in human dentin. J Endod 2001 Mar;
27(3):206-208.

3. Dunavant TR, Regan JD, Glickman GN, Solomon ES, Honeyman AL.
Comparative evaluation of endodontic irrigants against Enterococcus faecalis
biofilms. JOE 2006 Jun; 32(6): 527-531.

4. Distel JW, Hatton JF, Gillespie MJ. Biofilm formation in medicated root canals.
J Endod 2002; 28(10):689-693.

5. Dahle’n G, Samuelsson W, Molander A, Reit C. Identification and antimicrobial
susceptibility of enterococci isolated from the root canal. Oral Microbiol
Immunol 2000 Oct; 15(5):309-312.

6. George S, Kishen A, Song KP. The role of environmental changes on
monospecies biofilm formation on root canal wall by Enterococcus faecalis. J
Endod 2005; 31(12): 867-872.

7. Sedgley CM, Lennan SL, Appelbe OK. Survival of Enterococcus faecalis in
root canals ex vivo. Int Endod J 2005; 38:735-742.

8. Stuart CH, Schwartz SA, Beeson TJ, Owatz CB. Enterococcus faecalis: its
role in root canal treatment failure and current concepts in retreatment. JOE
2006 Feb; 32(2):93-98.

9. Zehnder M, Grawehr M, Hasselgren G, Waltimo T. Tissue-dissolution capacity
and dentin-disinfecting potential of calcium hydroxide mixed with irrigating
solutions. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2003; 96(5):608-
613.

! Referéncias elaboradas de acordo com o modelo Vancouver



66

10.Sire’n EK, Haapasalo MPP, Waltimo TMT, @rstavik D. In vitro antibacterial
effect of calcium hydroxide combined with chlorhexidine or iodine potassium
iodide on Enterococcus faecalis. Eur J Oral Sci 2004; 112(4):326-331.

11.0ztan MD, Kiyan M, Gerceker D. Antimicrobial effect, in vitro, of gutta percha
points containing root canal medications against yeasts and Enterococcus
faecalis. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2006; 102(3):410-
416.

12.Gutknecht N, Moritz A, Conrads G, Sievert T, Lampert F. Bactericidal effect of
the Nd:YAG laser in vitro root canals. J Clin Laser Med Surg 1996 Apr;
14(2):77-80.

13.Moritz A, Gutknecht N, Goharkhay K, Schoop U, Wernisch J. In vitro
irradiation of infected root canals with diode laser: results of microbiologic,
infrared spectrometric, and stain penetration examinations. Quintessence Int
1997; 28(3):205-209.

14.Gutknecht N, Gogswaardt D, Conrads G, Apel C, Schubert C, Lampert F.
Diode laser radiation and its bactericidal effect in root canal wall dentin. J Clin
Laser Med Surg 2000; 18(2):57-60.

15.Schoop U, Kluger W, Moritz A, Nedjelik N, Georgopoulos A, Sperr W.
Bactericidal effect of different laser systems in the deep layers of dentin.
Lasers Surg Med 2004; 35(2):111-116.

16.Seal GJ, Ng YL, Spratt D, Bhatti M, Gulabivala K. An in vitro comparison of
the bactericidal efficacy of lethal photosensitization or sodium hypochlorite
irrigation on Streptococcus intermedius biofilms in root canals. Int Endod J
2002; 35:268-274.

17.Garcez AS. Laser em baixa intensidade associado a fotossensibilizador para
a reducdo bacteriana intracanal comparado ao controle quimico [Dissertacéo
de Mestrado]. Sao Paulo: Universidade de S&o Paulo, Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, 2002. 91p.

18.Bonsor SJ, Nichol R, Reid TMS, Pearson GJ. Microbiological evaluation of
photo-activated disinfection in endodontics (an in vivo study). Br Dent J 2006
Mar; 200(6): 337-341.



67

19.Soukos NS, Chen PS, Morris JT, Ruggiero K, Abernethy AD, Som S, et al.
Photodynamic therapy for endodontic disinfection. J O E 2006 Oct;
32(10):979-984.

20.Williams JA, Pearson GJ, Colles MJ. Antibacterial action of photoactivated
disinfection {PAD} used on endodontic bacteria in planktonic suspension and
in artificial and human root canals. J Dent 2006 Jul; 34(6):363-371.

21.Machado AEH. Terapia fotodindmica: principios, potencial de aplicacédo e
perspectivas. Quimica Nova 2000; 23(2):237-243.

22.Garcez AS, Souza FR, Nufies SC, Karther JM, Ribeiro MS. Terapia
fotodinamica em odontologia — laser de baixa poténcia para reducéo
microbiana. Revista da APCD 2003; 57(3):223-226.

23.Zanin IC, Brugnera Junior A, Zanin F, Gongalves RB. Terapia fotodinamica na
Odontologia (T.F.D.). RGO 2003; 51(3):179-182.

24.Ackroyd R, Kelty C, Brown N, Reed M. The history of photodetection and
photodynamic therapy. Photochemistry and Photobiology 2001; 74(5):656-
669.

25.Dougherty TJ, Grindey GB, Fiel R, Weishaupt KR, Boyle DG. Photoradiation
therapy. Il. Cure of animal tumors with hematoporphyrin and light. J Natl
Cancer Inst 1975; 55(1):115-121.

26.Simplicio Fl, Maionchi F, Hioka N. Terapia fotodinamica: aspectos
farmacologicos, aplicacdes e avancos recentes no desenvolvimento de
medicamentos. Quimica Nova 2002 Set/out; 25(5):801-807.

27.Sibata CH, Colussi VS, Oleinick NL, Kinsella TJ. Photodynamic therapy: a
new concept in medical treatment. Braz J Med Biol Res 2000 Aug; 33(8):869-
880.

28.Tuite EM, Kelly JM. Photochemical interactions of methylene blue and
analogues with DNA and other biological substrates. J Photochem Photobiol B
1993 Dec; 21(2-3):103-124.



68

29. Wainwright, M. Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT). J
Antimicrob Chemo 1998; 42:13-28.

30. Metcalf D, Robinson C, Devine D, Wood S. Enhancement of erythrosine-
mediated photodynamic therapy of Streptococcus mutans biofilms by light
fractionation. Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2006; 58(1):190-192.

31. Gabrielli D, Belisle E, Severino D, Kowaltowski AJ, Baptista MS. Binding,
aggregation and photochemical properties of methylene blue in mitochondrial
suspensions. Photochemistry and Photobiology 2003; 79:227-232.

32.Keene JP, Kessel D, Land EJ, Redmond RW, Truscott TG. Direct detection of
singlet oxygen sensitized by haematoporphyrin and related compounds.
Photochemistry and Photobiology 1986; 43(2):117-120.

33.Maisch T. Anti-microbial photodynamic therapy: useful in the future? Lasers
Med Sci 2007; 22:83-91.

34.Plaetzer K, Kiesslich T, Oberdanner CB, Krammer B. Apoptosis flowing
photodynamic tumor therapy: induction, mechanisms and detection. Current
Pharmaceutical Design 2005; 11(9):1151-1165.

35. Agostinis P, Buytaert E, Breyssens H, Hendrickx N. Regulatory pathways in
photodynamic induced apoptosis. Photochemistry and Photobiology Sciences
2004; 3:721-729.

36.Williams JA, Pearson GJ, Colles MJ, Wilson M. The effect of variable energy
input from a novel light source on the photoactivated bactericidal action of
toluidine blue O on Streptococcus mutans. Caries Res 2003; 37:190-193.

37.Chan Y, Lai CH. Bactericidal effects of different laser wavelengths on
periodontopathic germs in photodynamic therapy. Lasers Med Sci 2003;
18:51-55.

38.Matevski D, Weersink R, Tenenbaum HC, Wilson B, Ellen RP, Lepine G.
Lethal photosensitization of periodontal pathogens by a red-filtered Xenon
lamp in vitro. J Periodont Res 2003; 38:428-435.



69

39.Zampieri MJP, Cogo JC, Genovese WJ, Barbosa AD. Acéo bactericida da
terapia fotodinamica (AsGaAl) sobre bactérias Streptococcus sanguis e
Streptococcus mitis: in vitro. Rev Bras Implant 2003; 9(2):16-17.

40.Feuerstein O, Persman N, Weiss El. Phototoxic effect of visible light on
Porphyromonas gingivalis and Fusobacterium nucleatum: an in vitro study.
Photochemistry and Photobiology 2004; 80:412-415.

41.Zanin IC, Gongalves RB, Brugnera Junior A, Hope CK, Pratten J.
Susceptibility of Streptococcus mutans biofilms to photodynamic therapy: an in
vitro study. J Antimicrob Chemother 2005 Feb; 56(2):324-330.

42.Zanin IC, Lobo MM, Rodrigues LK, Pimenta LA, Hofling JF, Goncalves RB.
Photosensitization of in vitro biofilms by toluidine blue O combined with a light-
emitting diode. Eur J Oral Sci 2006 Feb; 114(1):64-69.

43.Souza SC, Junqueira JC, Balducci I, Koga-Ito CY, Munin E, Jorge AO.
Photosensitization of different Candida species by low power laser light. J
Photochem Photobiol B: Biol 2006; 83(1):34-38.

44.Prates RA, Yamada Junior AM, Suzuki LC, Hashimoto MCE, Cai S, Gouw-
Soares S, et al. Bactericidal effect of malachite green and red laser on
Actinobacillus actinomycetemcomitans. J Photochem Photobiol B: Biology
2006 Jan 3; 86(1): 70-76.

45.Usacheva MN, Teichert NC, Biel MA. The role of the methylene blue and
toluidineblue monomers and dimmers in the photoinactivation of bacteria. J
Photochem Photobiol B 2003 Oct; 71(1-3):87-98.

46.Bevilacqua IM, Nicolau RA, Khouri S, Brugnera Junior A, Teodoro GR,
Zangaro RA, et al. The impacto of photodynamic therapy on the viability of
Streptococcus mutans in a planktonic culture. Photomed Laser Surg 2007
Dec; 25(6):513-518.

47.Soukos NS, Wilson M, Burns T, Speight PM. Photodynamic effects of toluidine
blue on human oral keratinocytes and fibroblasts and Streptococcus sanguis
evaluated in vitro. Lasers Surg Med 1996; 18(3):253-259.

48.Bhatti M, MacRobert A, Henderson B, Shepherd P, Cridland J, Wilson M.
Antibody- targeted lethal photosensitization of Porphyromonas gingivalis.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2000 Oct; 44(10):2615-2618.



70

49.Paulino TP, Ribeiro KF, Thedei G, Tedesco AC, Ciancaglini P. Use of hand
held photopolymerizer to photoinactivate Streptococcus mutans. Arch Oral
Biol 2005 Mar; 50(3):353-359.

50.Komerick N, Speight P, Cumow A, Postle-Hacon M, Wilson M, Hopper C. The
effect of photodynamic therapy on rat buccal mucosa [resumo IADR n 978]. J
Dent Res 1998; 77:754.

51.Komerick N, Nakanishi H, MacRobert AJ, Henderson B, Speight P, Wilson M.
In vivo killing of Porphyromonas gingivalis by toluidine blue-mediated
photosensitization in an animal model. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 2003 Mar; 47(3): 932-940.

52.Silbert T, Bird PS, Milbum GJ, Walsh LJ. Disinfection of root canals by laser
dye photosensitization [resumo IADR]. J Dent Res 2000; 79:5609.

53.Garcez AS, Nunez SC, Lage-Marques JL, Jorge AO, Ribeiro MS. Efficiency of
NaOCI and laser-assisted photosensitization on the reduction of Enterococcus
faecalis in vitro. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2006 Oct;
102:93-98.

54.Fonseca MB. Terapia fotodinamica aplicada in vitro em canais radiculares
contaminados com Enterococcus faecalis [Dissertacdo de Mestrado].
Heliépolis: Ciéncias da Saude do Hospital de Helidpolis, 2006. 65p.

55.Brasil CO. Avaliacdo da terapia fotodinamica, in vitro, aplicada na desinfeccao
de canais radiculares bovinos contaminados com Candida albicans
[Dissertacdo Mestrado]. Sdo José dos Campos: Universidade do Vale do
Paraiba, Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, 2006. 74p.

56.Bonsor SJ, Nichol R, Reid TMS, Pearson GJ. An alternative regimen for root
canal disinfection. British Dental Journal 2006 Jul; 201(2):101-105.

57.Garcez AS, Ribeiro MS, Tegos GP, Nunez SC, Jorge AO, Hamblin MR.
Antimicrobial photodynamic therapy combined with conventional endodontic
treatment to eliminate root canal biofilm infection. Lasers Surg Med 2007 Jan;
39(1):59-66.

58.George S, Kishen A. Photophysical, photochemical and photobiological
characterization of methylene blue formulations for light-activated root canal
disinfection. J Biomed Opt 2007; 12(3).



71

59.Garcez AS, Nunez SC, Hamblin MR, Ribeiro MS. Antimicrobial effects of
hotodynamic therapy on patients with necrotic pulps and periapical lesion. J
Endod 2008 Feb; 34(2):138-142.

60. Walsh LJ. The current status of low level laser therapy in dentistry. Aust Dent
J 1997 Oct; 42(5):302-306.

61.Brugnera Junior A, Santos AECG, Bologna ED. Atlas de laser terapia aplicada
a clinica odontoldgica. Sao Paulo: Santos; 2003.

62.Naenni N, Thoma K, Zehnder M. Soft tissue dissolution capacity of currently
used and potential endodontic irrigants. J Endod 2004; 30:785-787.

63.Vianna ME, Gomes BPFA, Berber VB, Zaia AA, Ferraz CCR, Souza- Filho FJ.
In vitro evaluation of the antimicrobial activity of chlorhexidine and sodium
hypochlorite. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2004; 97:79-
84.

64.Kaufman AY, Keila S. Hypersensitivity to sodium hypochlorite. J Endod 1989;
15:224-226.

65.Becking AG. Complications in the use sodium hypochlorite during endodontic
treatment. Oral Surg 1991; 71:343-348.

66.Mehra P, Clancy C, Wu J. Formation of a facial hematoma during endodontic
therapy. J Am Dent Assoc 2000 Jan; 131(1):67-71.

67.Caliskan MK, Turkun M, Alper S. Allergy to sodium hypochlorite during root
canal therapy: a case report. Int Endod J 1994 May; 27(3):163-167.

68. Melker KB, Vertucci FJ, Rojas MF, Progulske A, Belanger M. Antimicrobial
efficacy of medicated root canal filling materials. J Endod 2006; 32(2):148-
151.

69. Zoletti GO, Siqueira Junior JF, Santos KRN. Identification of Enterococcus
faecalis in root-filled teeth with or without periradicular lesions by culture
dependent and independent approaches. J Endod 2006; 32(8):722-726.



72

70.Haapasalo M, Orstavik D. In vitro infection and disinfection of dentinal tubules.
J Dent Res 1987; 66:1375-1379.

71.Tardivo JP, Delgigilo A, Ito AS. Treatment of melanoma lesions using
methylene blue and RL50 ligth source. Photodyagnosis and Photodynamic
Therapy 2005; 2:175-191.

72.Ball DJ, Luo Y, Kessel D, Griffiths J, Brown SB, Vernon DI. The induction of
apoptosis by a positively charged methylene blue derivative. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology 1998 Feb;42(2):159-163.

73.Severino D, Junqueira HC, Gugliotti M, Gabrielli DS, Baptista MS. Influence of
negatively charged interfaces on the ground and excited state properties of
methylene blue. Photochemistry and photobiology 2003; 77:459-468.

74.Goncalves L. Efeito de fotoativadores utilizados na irradiacao laser intracanal
[Dissertacdo de Mestrado].Sao Paulo: Universidade de Séao Paulo, 2005.
124p.

75.Gutknecht N, Franzen R, Vanweersch JML, Mir M. Temperature evolution on
human teeth root surface after diode laser assisted endodontic treatment.
Lasers Med Sci 2005; 20:99-103.

76.Damante CA, Greghi SLA, Santana ACP, Passanezi E. Clinical evaluation of
the effects of low intensity laser (GaAlAs) on wound healing after gingivoplasty
in humans. J Appl Oral Sci 2004; 12(2):133-136.



73

APENDICES

APENDICE A - Resultados da analise estatistica entre os grupos do estudo piloto
pelo teste Kruskal-Wallis, com nivel de significAncia 5%

Teste Kruskal-Wallis (5%)

H= 85,611
Graus de liberdade = 3
(p) Kruskal-Wallis = 0.0357
R1= 590,000
R2= 1,110,000
R3= 790,000
R4= 510,000
R 1 (posto médio) = 98,333
R 2 (posto médio) = 185,000
R 3 (posto médio) = 131,667
R 4 (posto médio) = 85,000
Comparagdes (método de Dunn) Dif. Postos  z calculado  z critico p
Postos médios 1 e 2 86,667 21,229 2,635 ns
Postos médios 1e 3 33,333 0.8165 2,635 ns
Postos médios 1e 4 13,333 0.3266 2,635 ns
Postos médios 2 e 3 53,333 13,064 2,635 ns
Postos médios 2 e 4 100,000 24,495 2,635 ns

Postos médios 3 e 4 46,667 11,431 2,635 ns
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APENDICE B - Contagem das UFC de Enterococcus faecalis dos grupos 1 e 2 em
namero absoluto e log, antes e apds os tratamentos, e porcentagem de reducéo
bacteriana

Amostras INICIAL FINAL %
Grupo 1 UFC/mL log UFC/mL  UFC/mL log UFC/mL  reducéo
1 7350000 6.87 27500 4.44 99.63
2 15900000 7.20 42000 4.62 99.74
3 5100000 6.71 20000 4.3 99.61
4 6400000 6.81 2360 3.37 99.96
5 8500000 6.93 112500 5.05 98.68
6 7700000 6.89 2690 3.43 99.97
7 11250000 7.05 217000 5.34 98.07
8 9800000 6.99 63000 4.8 99.36
9 12500000 7.10 5000 3.7 99.96
10 10500000 7.02 12000 4.08 99.89
Amostras INICIAL FINAL %
Grupo 2 UFC/mL log UFC/mL  UFC/mL log UFC/mL  reducéo
1 4700000 6.67 33000 4.52 99.30
2 4550000 6.66 67500 4.83 98.52
3 5850000 6.77 1615 3.21 99.97
4 1650000 6.22 2330 3.37 99.86
5 6650000 6.82 225 2.35 100.00
6 5450000 6.74 25000 4.40 99.54
7 2800000 6.45 19000 4.28 99.32
8 8900000 6.95 20 1.30 100.00
9 3200000 6.51 0 100.00

10 10000000 7.00 35 1.54 100.00
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APENDICE C - Contagem das UFC de Enterococcus faecalis dos grupos 3 e 4 em
namero absoluto e log, antes e apds os tratamentos, e porcentagem de reducéo

bacteriana
Amostras INICIAL %
Grupo 3 UFC/mL log UFC/mL  UFC/mL log UFC/mL  reducéo

1 1000000 6.00 18500 4.27 98.15
2 8000000 6.90 355 2.55 100.00
3 8100000 6.91 31500 4.50 99.61
4 5400000 6.73 49500 4.69 99.08
5 2450000 6.39 1380 3.14 99.94
6 2400000 6.38 2700 3.43 99.89
7 2500000 6.40 24000 4.38 99.04
8 5550000 6.74 860 2.93 99.98
9 6000000 6.78 635 2.80 99.99
10 3900000 6.59 62000 4.79 98.41

Amostras INICIAL %

Grupo 4 UFC/mL log UFC/mL  UFC/mL log UFC/mL  reducao

1 1500000 6.18 25500 4.41 98.30
2 1000000 6.00 1200 3.08 99.88
3 7850000 6.89 29000 4.46 99.63
4 2900000 6.46 19000 4.28 99.34
5 2550000 6.41 15500 4.19 99.39
6 34000000 7.53 110 2.04 100.00
7 4550000 6.66 1400 3.15 99.97
8 5950000 6.77 5500 3.74 99.91
9 1500000 6.18 110 2.04 99.99
10 9700000 6.99 285 2.45 100.00




76

APENDICE D - Contagem das UFC de Enterococcus faecalis dos grupos 5 e 6 em
namero absoluto e log, antes e apds os tratamentos, e porcentagem de reducéo
bacteriana

Amostras INICIAL FINAL %
Grupo 5 UFC/mL log UFC/mL  UFC/mL log UFC/mL  reducéo
1 4200000 6.62 0 98.30
2 5600000 6.75 20 1.30 99.88
3 6700000 6.83 10 1.00 99.63
4 10500000 7.02 10 1.00 99.34
5 18400000 7.26 500 2.70 99.39
6 3700000 6.57 30 1.48 100.00
7 3100000 6.49 50 1.70 99.97
8 11600000 7.06 600 2.78 99.91
9 10700000 7.03 1000 3.00 99.99
10 10600000 7.03 400 2.60 100.00
Amostras UFC/mL log UFC/mL
Grupo 6
1 14000000 7.15
2 25000000 7.40
3 15000000 7.18
4 1100000 6.04
5 5250000 6.72
6 6000000 6.78
7 57500000 7.76
8 13600000 7.13
9 9450000 6.98

[
o

11200000 7.05
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APENDICE E — Resultados da andlise estatistica entre os grupos experimentais pelo
teste Kruskal-Wallis, com nivel de significancia 5%

Teste de Kruskal-Wallis

H= 169,197

Graus de liberdade = 4

(p) Kruskal-Wallis = 0.002

R1= 1,750,000

R2= 2,805,000

R3= 1,970,000

R4= 2,365,000

R5= 3,860,000

R 1 (posto médio) = 175,000

R 2 (posto médio) = 280,500

R 3 (posto médio) = 197,000

R 4 (posto médio) = 236,500

R 5 (posto médio) = 386,000

Comparacgdes (método Dunn) Dif. Postos z calculado  z critico p
Postos médios 1 e 2 105,500 16,183 2,807 ns
Postos médios 1e 3 22,000 0.3375 2,807 ns
Postos médios 1e 4 61,500 0.9434 2,807 ns
Postos médios 1e5 211,000 32,366 2,807 | <0.05
Postos médios 2 e 3 83,500 12,808 2,807 ns
Postos médios 2e 4 44,000 0.6749 2,807 ns
Postos médios 2e 5 105,500 16,183 2,807 ns
Postos médios 3e 4 39,500 0.6059 2,807 ns
Postos médios 3e5 189,000 28,991 2,807 | <0.05
Postos médios 4 e 5 149,500 22,932 2,807 ns
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APENDICE F — Resultados da anélise estatistica pelo teste de Wilcoxon com nivel

de significancia de 5 %.

Gl G2 G3
Antes X Depois  Antes X Depois  Antes X Depois

G4 G5
Antes X Depois  Antes X Depois

p= 0,0051 p= 0,0051 p= 0,0051

p= 0,0051 p= 0,0051
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