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RESUMO

LEON-ROMAN, M. A. Reducao microbiologica intracanal com laser em baixa
intensidade associado a fotosensibilizante em cédes — estudo in vivo em dentes
de cdaes. [Intracanal microbiological reduction using low intensity laser and
photosensitizer associated— in vivo study in teeth of dogs]. 2008. 89 f. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2008.

Foi avaliada a eficacia da terapia fotodinamica, empregando o fotossensibilizante
azuleno e laser de baixa intensidade, associado ao preparo quimico-cirargico
convencional (hipoclorito de sédio a 0,5% e endo-ptc) de canais radiculares de
dentes de caes. Para isso, foram utilizados 20 caes provenientes do Hospital
Veterinario da FMVZ/USP, cada qual apresentando um dente unirradicular com
morte e contaminagdo pulpar e, radiograficamente, lesdo de rearefagcdo Ossea
periapical. Os caes foram divididos em dois grupos de dez animais. O primeiro grupo
foi submetido ao tratamento endodéntico, iniciando a anti-sepsia através do preparo
quimico-cirurgico e, posteriormente a terapia fotodindmica. O segundo grupo foi
submetido ao tratamento endodéntico, iniciando a anti-sepsia pela terapia
fotodindmica e, posteriormente foi realizado o preparo quimico-cirurgico. Os
resultados mostraram que a terapia fotodinamica intracanal tem eficacia semelhante
a anti-sepsia do preparo quimico-cirurgico. A ordem de emprego do preparo
quimico-cirurgico e terapia fotodindmica nao influencia no resultado de anti-sepsia.
O emprego de azuleno irradiado por laser de baixa poténcia tem grande eficacia
sobre espécies de enterococos no interior dos condutos, e é eficaz na diminuicdo do
numero de bactérias totais intraradiculares. Os resultados sugerem que ha uma
tendéncia em afirmar que o emprego de azuleno irradiado por laser possa diminuir a

quantidade de espécies de leveduras.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica. Laser. Tratamento de canal. Avaliagédo
microbioldgica



ABSTRACT

LEON-ROMAN, M.A. Intracanal microbiological reduction using low intensity
laser and photosensitizer associated — in vivo study in teeth of dogs [Reducéao
microbiolégica intracanal com laser em baixa intensidade associado a
fotosensibilizante — estudo in vivo em dentes de caes]. 2008. 89 f. Tese (Doutorado
em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

The photodynamic therapy efficacy was evaluated, using the photosensitizer azulene
and low intensity laser, associated to the conventional root canal therapy (0,5%
sodium hipoclorite and endo-ptc endodontic paste) in teeth of dogs. Twenty dogs
from the Veterinary Hospital of the FMVZ/USP were used, each one presenting one
uniradicular tooth with death and pulp contamination and, radiographic injury of
periapical bone reabsorption. These dogs were divided in two groups of ten animals.
The first group was submitted to the endodontic treatment, starting the anti-sepsis
through the conventional root canal therapy and, subsequently the photodynamic
therapy. The second group was submitted to the endodontic treatment, starting the
anti-sepsis by photodynamic therapy and, subsequently the conventional root canal
therapy. The results showed that intracanal photodynamic therapy has similar
efficacy compared to the anti-sepsis of the conventional root canal therapy. The
order of application of the conventional root canal therapy and photodynamic therapy
does not interfere in the result of anti-sepsis. The use of irradiated azulene by low
intensity laser has strong efficacy over species of enterococus inside the ducts. The
use of irradiated azulene by low intensity laser is efficient in the reduction of total
numbers of intracanal bacterias. The results suggest that there is a tendency to
affirm that the use of irradiated azulene by low intensity laser can reduce the quantity

of species of yeast.

Key words: Photodynamic therapy. Laser. Root canal therapy.
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Introducio LEON-ROMAN, M.A.

1 INTRODUCAO

A medicina veterinaria vem acompanhando o desenvolvimento tecnologico
ocorrido durante as ultimas décadas, aprofundando o estudo de grande numero de
enfermidades, incluindo as orais. O estudo especifico das doencgas orais, tanto
diagndstico como tratamento, faz parte da area denominada “odontologia

veterinaria”.

Ha alguns anos, a odontologia veterinaria era resumida apenas em “limpeza
de dentes”, quando era realizada a raspagem dentaria simples. Hoje em dia, o
médico veterinario brasileiro tem acesso a literatura internacional, e gragas aos
pioneiros da odontologia veterinaria, este conhecimento tem sido difundido com

grande velocidade.

Dentre todas as areas da odontologia veterinaria, destaca-se a endodontia,
que é definida como ramo da odontologia que estuda a forma, funcao, fisiopatologia
e terapia das afecgdes da polpa dentaria quando sua vitalidade estda comprometida
ou destruida, e a extensdo da lesdo ao tecido periapical. O tratamento endoddntico é
indicado sempre que as estruturas internas do dente sdo afetadas, como nos casos
de exposicao da polpa, pulpite e necrose pulpar, com a finalidade de manter a saude

do tecido pulpar, ou parte dele, revertendo a injuria dos tecidos periapicais.

Venceslau e Gioso (2000) examinaram a cavidade oral de 300 animais (caes
e gatos), anestesiados para procedimento cirurgico, excetuando o odontoldgico, no
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo. Dos 251 cédes examinados, 24,30% (61) apresentaram
fratura dental com ou sem exposi¢cao da polpa, sendo os machos mais acometidos
do que as fémeas. Destes 61 animais, 37,70% apresentaram exposi¢cao pulpar. Os
dentes que mais fraturaram, independentemente de exposicdo do canal pulpar ou
ndo, foram os quarto pré-molares superiores (15,63%), seguidos dos caninos

inferiores (11,72%), acompanhados pelos caninos superiores com 10,94%.

Uma variedade de termos é utilizada para descrever os tratamentos

endodobnticos na literatura humana e veterinaria. O Tratamento de Canal
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Convencional ou Nao-Cirurgico refere-se a completa remogao do conteudo do canal
pulpar através de acesso coronal. A remocdo da polpa viva € denominada
“Pulpectomia Total’, e o termo “Necropulpectomia” tem sido recentemente
introduzido para diferenciar o esvaziamento do canal radicular quando a polpa
estiver mortificada. A “Cirurgia Paraendodéntica” consiste no acesso cirurgico do
apice, seguido de amputacdo do mesmo (apicectomia) e preenchimento do canal

realizado por via retrograda (retro-obturacéo), além da restauracéo.

A tecnologia laser apresenta-se, atualmente, como alternativa para tratamento
tanto na Medicina como na Odontologia Humana. Diversos experimentos buscam
inserir esta tecnologia na pratica clinica, com objetivo de aprimorar as técnicas
convencionais, e nao de substitui-las. Dentro da endodontia, as propriedades dos
lasers em vaporizar o tecido pulpar ou restos pulpares favorecem maior limpeza das
paredes dentinarias, alteram a permeabilidade dentinaria e promovem a anti-sepsia
do canal radicular. Estudos mostram que a reducédo bacteriana, na maioria dos
casos, ultrapassa os 99% (GUTKNECHT et al., 1996).

O laser, de origem na lingua inglesa, € um acrénimo para “Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation” (Amplificagdo da Luz por Emissao Estimulada
de Radiagao). A radiacao laser no intervalo de 300 a 600nm é eletromagnética nao-
ionizante, apresenta um unico comprimento de onda (monocromatica), possui
coeréncia espacial e temporal (propaga-se na mesma fase no espago e no tempo) e
pode apresentar uma alta densidade de energia em pequenos pontos devido a sua
alta direcionalidade. Tais caracteristicas conferem ao laser suas propriedades
terapéuticas (WETTER, 2004).

Os lasers de baixa intensidade tém sido utilizados associados a
fotossensibilizantes. Tal terapia, emitindo baixas intensidades, é responsavel pelos
efeitos nao-térmicos, entre eles, os fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos, néo
permitindo que a temperatura do tecido tratado ultrapasse 37 °C. A terapia
fotodindmica ja é utilizada no tratamento do cancer, por sua capacidade de
destruigéo seletiva de tumores (BAUER et al., 2001; TOMASELLI et al., 2001).
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No inicio do século XX, Raab' (1900 apud BAUGH; CLARK, 1959, p. 917) foi
um dos primeiros pesquisadores a relatar os efeitos da terapia fotodindmica quando
notou que paramécios (protozoario causador da malaria) morriam diante da
exposi¢cao do corante acridina sob luz. Este pesquisador sugeriu que o efeito fosse
causado pela transferéncia de energia da luz para a substéncia quimica, da mesma

forma que a clorofila absorve luz, nas plantas.

A partir dessa observagao, varios outros exemplos de fotossensibilizadores
foram testados in vitro e in vivo. Algum tempo depois, a pesquisa tinha como
principal objetivo o combate ao cancer através do desenvolvimento de novos

fotossensibilizadores, assim como novas fontes de luz (MULLER et al., 1998).

Ackroyd et al. (2001) relatam que as primeiras fontes de luz foram as
ldmpadas convencionais, nao coerentes e policromaticas, com forte componente
térmico associado. Entdo, surgiu o laser como opg¢ao mais eficiente para o emprego
na terapia fotodindmica. O laser produz luz monocromatica de comprimento de luz
conhecido, tornando-o seletivo aos corantes. Desta forma, a dose de radiacgao,
assim como a area de radiagao, pode ser bem calculada, focalizando o tratamento.
Para a aplicagao do laser nesta terapia, a opcao de transmissédo é a fibra oOptica

adaptada para acessar a lesao, através de microlentes e difusores.

Ao longo dos anos, diversos agentes fotossensibilizadores tém sido
pesquisados. Experimentos tém concentrado sua atencido nas porfiridinas, corantes
com estrutura quimica heterociclica similar a clorofila e a hemoglobina. Seu
mecanismo de agao, sob ativacado pela luz, é de transferir energia ao oxigénio e
outras moléculas, resultando na liberagdo de substancias energéticas, de meia-vida
curta e altamente reativas, interagindo com os sistemas biologicos, nocivos aos
tecidos. Outros corantes foram testados para eliminagdo de microrganismos pela
terapia fotodinamica, como os corantes azuis, marrons, verdes, roxos, efc,
complementares aos comprimentos de onda apresentados pelos lasers
(KAWAMOTO, 2000).

Devido a sua eficiéncia comprovada em diversas pesquisas, a terapia

fotodinamica provou ser um excelente auxiliar no combate a infec¢gdes causadas por

' RAAB, O. Uber die wirkung fluoreszierender stoffe auf infusoria. Zeitschrift fur Biologie, v. 39, p. 524-546, 1900.



23

Introducio LEON-ROMAN, M.A.

microorganismos. Ainda mais, na cavidade oral, sua eficiéncia, baixo custo,
auséncia de efeitos sistémicos e de aumento de resisténcia microbiana a drogas,

indica esta terapia como importante auxiliar as terapias convencionais.

Na endodontia veterinaria, diferente do que sao realizados em odontologia
humana, os canais radiculares com polpa mortificada s&o tratados em apenas uma
sessdo, devido a que o paciente deve ser submetido a anestesia geral. Desta forma,
faz-se necessario buscar um método de anti-sepsia que possa assegurar um
elevado grau de descontaminagdo. Em odontologia humana, pesquisas mostram
inumeras vantagens do emprego de laser associado a substancias quimicas
fotossensibilizadoras, denominado de terapia fotodindmica (Photodynamic Therapy -
PDT), na reducdo da microbiota endodéntica. Porém, a endodontia veterinaria
carece de tais estudos aplicados aos pacientes animais, uma vez que Os
experimentos realizados em caes sofrem adaptagbes que simulam a condigao
clinica do paciente humano, de forma que seus resultados nem sempre podem ser
transferidos para a pratica veterinaria. Logo, a endodontia veterinaria carece da
avaliacdo do emprego da terapia fotodinamica no sistema endodéntico de caes,
dentro da pratica odontologica veterinaria. Justifica-se, entdo, avaliar o efeito da
utilizacdo destes agentes fotossensibilizadores (corantes) quanto a sua eficacia
antimicrobiana quando irradiado por luz laser durante o tratamento endoddntico em

pacientes da espécie canina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para a melhor compreensdo, a revisdo foi subdividida em itens que
apresentam a problematica da contaminagao microbioldgica intracanal e as solugdes

propostas por diversos autores até chegar ao emprego da terapia fotodinamica.

2.1 Tratamento endoddntico convencional

Segundo Gioso (2003), os casos de tratamento endoddntico de polpas
mortificadas (necropulpectomia) compdem a maior parte da pratica endodéntica
veterinaria. A necropulpectomia é realizada em unica sessdo devido a necessidade
de submeter o paciente animal a anestesia geral, ndo havendo emprego de
medicagdes intracanal entre sessdes, que garantem a anti-sepsia e saneamento dos
canais, assim como dos tecidos periapicais, na odontologia humana. Portanto, o
sucesso da terapia endodbntica esta diretamente relacionado aos métodos de
esvaziamento e anti-sepsia do sistema de canais radiculares, preconizados por
Paiva e Antoniazzi (1973).

O tratamento endodontico tem como objetivo obter a reparagdo dos tecidos
afetados, permitindo ao dente seu retorno as atividades que lhe sdo especificas,

tanto estética quanto funcionalmente, o que se chama de processo de cura.

O processo de cura depende fundamentalmente de dois fatores: as condigbes
préprias de reparacao do tecido e a presencga ou auséncia de infeccdo. Sabe-se que
na presenca de bactérias, havera um impedimento para o processo de cura.
Portanto, justifica-se a importancia da boa qualidade do tratamento endodontico e
criteriosa realizagdo dos passos operatorios. A cirurgia de acesso, quando realizada

corretamente, oferece condi¢des adequadas para um bom preparo quimico-cirargico
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do canal radicular, permitindo que os instrumentos tenham acdo em todas as
paredes e promovam, juntamente com as substancias quimicas auxiliares, a limpeza
e anti-sepsia, além de dar forma adequada, condigdo que ira proporcionar uma
obturagéo tridimensional e compacta (LEON-ROMAN; GIOSO, 2002).

O tratamento endodéntico pode apresentar falhas quando todos os passos de
acesso, limpeza, anti-sepsia e obturacdo do canal, atualmente preconizados, nao
sao seguidos criteriosamente. A principal razao para que um dente n&o responda ao
tratamento endodéntico esta relacionada com erros durante os procedimentos de
controle e prevencao da infecgcdo microbiana intracanal. Sem duvida, o maior fator
de falha em tratamentos endodénticos € a infeccdo microbiana do canal radicular ou
do sistema perirradicular. As falhas no controle da infeccdo podem ocorrer por
fratura de instrumentos, perfuragdées, mas obturacdes, entre outros motivos. Apesar
da técnica operatéria ser desempenhada de forma ideal, descuidos com o material
levado ao canal, auséncia de condigdes assépticas no trans-operatorio,
contaminagdes intra ou extra-radiculares estdo associados a fatores microbianos
(SIQUEIRA JR., 2001).

Quando falhas ocorrem no tratamento endoddntico, sugere-se realizar a
desobturagao, utilizando-se substancia quimicas diversas com objetivo de eliminar
ou reduzir as bactérias presentes no interior do canal. A literatura mostra que a
longo prazo, e dependendo dos fatores envolvidos, com a presenca de lesao
periapical e do tamanho da lesao, o indice de sucesso do retratamento nao passa de
74% (SUNDQVIST et al., 1998).

Na endodontia veterinaria, Leon-Roman e Gioso (2002) preconizam que a
necropulpectomia esta dividida em quatro etapas: cirurgia de acesso, anti-sepsia
/esvaziamento do canal, obturagcdo/selamento e restauragdo. A cirurgia de acesso
consiste em abordar o sistema de canais radiculares, com emprego de ponta
diamantada em caneta de alta rotagao, de forma a introduzir as limas endoddnticas
para o completo esvaziamento do conteudo mortificado e contaminado dos condutos
até o platdé apical, assim como para o uso de substancias quimicas auxiliares no
processo de desinfeccdo e saneamento dos condutos. As substancias quimicas
auxiliares utilizadas na endodontia veterinaria seguem o protocolo proposto por

Paiva e Antoniazzi (1973) em endodontia humana, ou seja, hipoclorito de sédio a
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0,5% (liquido de Dakin) e pasta endodéntica (endo-ptc) a base de perdxido de uréia
(10%), detergente tween80 (15%) e carbowax (75%). O hipoclorito de sodio tem
propriedade anti-séptica, além de auxiliar na dissolugao de debris e restos pulpares
por sua capacidade de solubilizar proteinas (SPANO, 1999). O endo-ptc tem a
funcdo de lubrificar o conduto, facilitando a instrumentagdo com as limas
endodoénticas. Além disso, diminui a tensao superficial, aumentando a molhabilidade
do hipoclorito de s6dio no interior do canal radicular. As duas substancias quimicas
tém acdo de sinergismo, produzindo oxigénio nascente, cuja principal funcédo é

remover mecanicamente debris presentes no fundo do conduto.

Feito isso, realiza-se o selamento com material obturador a base de resina
vegetal (cones de gutta-percha) e cimento endodéntico (6xido de zinco e eugenol). A
restauracao € realizada na mesma sessdo com emprego de resina composta
fotopolimerizavel (LEON-ROMAN; GIOSO, 2002).

2.2 Aspectos microbiolégicos dos canais radiculares contaminados

Conhecer a microbiota que habita o sistema endoddntico tem despertado o
interesse de muitos pesquisadores. A literatura € rica em publicagdes na area de

microbiologia endoddntica, e faz-se necessaria sua revisao.

Buscando correlacionar a presenga de microrganismos com alteragdes
pulpares e periapicais, Kakehashi et al." (1965 apud COHEN; BURNS, 1998, p.437)
verificaram que nenhuma alteragao patologica ocorria quando da exposi¢éo pulpar a
cavidade bucal, em ratos livres de germes. Por outro lado, em animais nao

gnotobidticos, a exposicao pulpar levou a necrose e também a formacao de leséao

! KAKEHASHI S, STANLEY HR, FITZGERALD RJ. The effects of surgical expousures of dental pulps in germ-free and
conventional laboratory rats. Oral Surgery Oral Medicine Oral Patholology Oral Radiolology Endodontology, v. 20, p. 340-
349, 1965.
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periapical. Os autores concluiram que presencga ou auséncia de microbiota constituiu

fator determinante para o desenvolvimento de les&o periapical.

Sundqvist (1976) selecionou 32 dentes anteriores, de pessoas vitimas de
trauma dental, e que tiveram suas polpas mortificadas, porém com manutencao da
integridade de suas coroas. Desses 32 dentes, 19 apresentavam, radiograficamente,
lesdo periapical. Utilizando técnicas de anaerobiose para coleta de material,
transporte e cultivo, microrganismos foram isolados em 18 dos 19 dentes com lesdes
periapicais, com média de 6 espécies por canal. A maioria das amostras isoladas
(90%) compunha-se de anaerobios estritos. Dos 13 dentes restantes sem lesao
periapical, ndo foram isolados microrganismos. Ficou, dessa forma, mais uma vez
reconhecida a presenga e a significAncia dos microrganismos no desenvolvimento

de lesdes periapicais.

Akpata e Blechman (1982) tiveram como proposta investigar in vitro a invasao
bacteriana no interior da dentina radicular. Para tal, inocularam em 40 dentes
extraidos de pessoas, bactérias conhecidas. Apds incubagcdo de 1, 2 e 3 semanas,
cortes transversais das raizes foram realizados e avaliados histologicamente.
Quanto maior o tempo de incubagao, maior foi a invasao do Entercococcus faecalis
nos tubulos dentinarios, sendo essa mais efetiva em nivel do tergo cervical, menos
no terco médio e ainda menos no tergo apical. Os resultados evidenciaram a relacao
existente entre tempo e invasao bacteriana, bem como, o modo de distribuicdo dos

microrganismos nos diferentes segmentos da dentina radicular.

Fabricius et al. (1982) desvitalizaram 24 dentes de trés macacos, deixando os
canais radiculares expostos a microbiota bucal durante uma semana, vedando,
entdo, as camaras pulpares. Amostras foram coletadas em periodos de 90, 180 e
1060 dias. Foi nitido o predominio de bactérias anaerdbias estritas (85-90%),
especialmente bacilos Gram-negativos, sobre as facultativas (cerca de 2%), em
funcdo do passar do tempo, sendo essa predominancia mais pronunciada no tergo
apical. Em seis meses foi possivel observar, radiograficamente, rarefagdo déssea
periapical. Os autores concluiram que bactérias anaerdbias estritas
desempenhavam importante papel no desenvolvimento e manutencdo de

periodontite apical.
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A presenca de bactérias persistentes no sistema de canais radiculares pode
levar a uma falha da terapia instaurada. Ando e Hoshiro (1990) avaliaram a
capacidade de invasao bacteriana nos tubulos dentinarios em dentes contaminados
e constataram que o numero de anaerodbios cultivados era muito maior do que de

aerobios.

Sundqvist (1992a) estudou o relacionamento entre bactérias no interior do
canal radicular. O autor verificou a existéncia de relacionamento tipo comensalismo
e antagonismo entre determinadas espécies de bactérias coletadas entre 65
pessoas que apresentavam seus canais radiculares com infecg¢ao, o que dificultava
sua eliminacdo do canal radicular. O autor constatou que todos os casos
apresentavam microbiota predominantemente de anaerébios (90%), onde a espécie
mais encontrada foi o Fusobacterium nucleatum (48%) que apresentava
associagdes com outras bactérias, como € o caso da Porphyromonas endodontalis,
entre outras. A Prevotella intermedia, que foi encontrada em 34% dos casos,
apareceu associada, entre outros microorganismos, com Eubacterium sp,
Peptostreptococcus anaerobius. Tais resultados demonstraram a natureza
especifica da microbiota endodéntica, e também que suas relagdes podem gerar

mudancas populacionais.

No mesmo ano, Sundqvist (1992b) fez uma revisdo sobre os fatores
ecologicos determinantes da microbiota humana do canal radicular. As bactérias
presentes incluiam um grupo restrito de espécies, comparado com o total da
microbiota da cavidade oral. Segundo o autor, a viabilidade de nutrientes, as
caracteristicas anatdbmicas dos canais radiculares portadores de polpa morta, a
baixa tensdo de oxigénio e as intera¢cdes bacterianas constituiam importantes

fatores de desenvolvimento da microbiota endodéntica.

Siqueira Jr. e Uzeda (1996a) estudaram, in vitro, a desinfecgdo por pasta de
hidroxido de calcio de tubulos dentinarios de dentes humanos infectados com
Actinomices israelii, Fusobacterium nucleatum, ou Enterococcus faecalis,
microorganismos comuns em infeccbes endoddnticas. As amostras de dentina
infectadas foram expostas a pasta de hidroxido de calcio, associada a solugao salina
ou paramonoclorofenol canforado, por uma hora, um dia e uma semana. A pasta de

hidroxido de calcio associada ao paramonoclorofenol canforado foi efetiva em
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eliminar bactérias apds o periodo de uma hora, com exce¢ao para as amostras de
Enterococcus faecalis, que s6 foram eliminadas apés um dia de exposicdo ao
medicamento. A pasta de hidroxido de calcio associada a solugao salina nao foi
efetiva contra Enterococcus faecalis, e Fusobacterium nucleatum, mesmo apds uma

semana de exposi¢cao ao medicamento.

No mesmo ano, Siqueira Jr. et al. (1996b) avaliaram a capacidade de
penetragdo microbiana na dentina radicular através de microscopia eletronica de
varredura. Para tal experimento foram selecionadas cepas microbianas de
Porphyromonas endodontalis, Fusobacterium nucleatum, Actinomices israelii,
Porphyromonas gingivalis, Propionibacterium acnes e Enterococcus faecalis, as
quais foram inoculadas em dentina bovina por 21 dias. Os autores observaram
capacidade de infiltracao dentinaria para todos os microorganismos, com especial

atencao para Enterococcus faecalis, Propionibacterium acnes e Actinomices israelii.

Ayhan et al. (1999) testaram varias substancias utilizadas durante a anti-
sepsia dos canais radiculares contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus pyogene, Escherichia coli e Candida
albicans. Discos de papel de 6mm de didmetro, previamente esterilizados, foram
umedecidos com as solugdes testadas e aplicados em placas de Petri com meio
Agar. A zona de inibicdo foi mensurada para cada placa. Quando comparadas com
alcool a 21%, as solugdes de NaOCIl a 0,5% e clorexidina a 2%, assim como o
paramonoclorofenol, mostraram uma grande agao antimicrobiana, porém, a solugao
de NaOCI a 5,25% foi superior em sua habilidade antimicrobiana quando comparada
com as demais solugdes. A solucdo de menor concentragdo de NaOCI (a 0,5%)

resultou em significante diminuicdo de sua capacidade antimicrobiana.

Marais e Williams (2001) avaliaram in vitro a efetividade da agua
eletricamente energizada como solugdo irrigante. Foram utilizados 60 dentes
humanos esterilizados, divididos em quatro grupos, onde foram inoculadas duas
cepas de bactérias anaerdbias obrigatorias (Prevotella intermedia e Porphyromonas
gingivalis) e duas cepas de anaerdbios facultativos (Enterococcus faecalis e
Actinobacillus actinomycetemcomitans). Foram comparadas solugbes de agua
eletricamente energizada em pH 7,0 e 9,0 com NaOCI. Apdés a realizagdo de

contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) e analise espectrofotométrica, a
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agua energizada apresentou diminuigdo do numero de colbnias, porém com

efetividade inferior quando comparada ao NaOCI.

Peters e Wesselink (2002) avaliaram a cura da lesédo periapical em dentes
humanos com cultura positiva e negativa no momento da obturagdo, e a cura da
lesao periapical em dentes tratados em uma sessao ou duas sessdes, onde houve a
aplicacdo de medicagdo intracanal com hidroxido de célcio. Trinta e nove pacientes
receberam tratamento endodbéntico. Na primeira sessdo os dentes foram
instrumentados, e 18 dentes foram preenchidos, apds coleta microbioldgica
intracanal, com hidroxido de calcio em solugdo salina. Outros 21 dentes foram
obturados com gutta-percha e cimento AH-26 apds coleta microbioldgica intracanal.
Apds quatro semanas, os dentes preenchidos com medicacdo intracanal tiveram
suas raizes novamente acessadas e, apos coleta microbiolégica, foram obturados. O
acompanhamento da cura da lesao periapical foi realizado através de avaliagao
radiografica. No final do experimento, os autores concluiram que n&o houve
diferencga significativa nos grupos em que se realizou o tratamento endoddntico em
uma ou duas sessdes apds quatro semanas. Também concluiram que a presenca
de microorganismos no momento da obturagcdo ndo influenciou o resultado final do

tratamento.

Peters et al. (2002) realizou coleta intracanal de dentes humanos para
microorganismos anaerobios, em 58 pacientes com lesdo periapical e sem sinais ou
sintomas clinicos, e posteriormente, contagem e identificagdo das espécies
encontradas. Ao final do trabalho, concluiu que 87% da microbiota intracanal estava
composta por bactérias anaerdbias estritas. As bactérias mais prevalentes foram
Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros e Actinomyces odontolyticus,
presentes nas culturas realizadas em 33, 29 e 19% respectivamente. Apds avaliagao
estatistica, encontrou relagdo significante entre P. intermedia e P.micros, P.
intermedia e P.oralis, A.odontolyticus e P.micros, Bifidobacterium spp e Veillonella
spp, concluindo que estes patégenos n&o ocorrem aleatoriamente, mas sim em

combinacdes especificas.

Pinheiro et al. (2003) identificaram a microbiota dos canais radiculares de
dentes humanos que apresentavam falha no tratamento de canal e relacionaram

com os achados clinicos. Sessenta dentes tratados endodonticamente nos quais
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persistia a lesdo periapical foram selecionados. Durante o re-tratamento, o material
obturador foi removido e foram realizadas coletas microbiolégicas. Foram
encontrados microorganismos em 51 dentes. Das espécies isoladas, 57,4% eram
anaerobios facultativos e 83,3% gram-positivos, sendo o Enterococcus faecalis a
espécie mais encontrada. Microorganismos anaerobios obrigatérios compunham
42,6% das espécies, sendo que o género Peptostreptococcus foi mais
freqientemente isolado. Os autores observaram significante relagdo entre: dor e
infeccbes polimicrobianas ou anaerdbios; sensibilidade a percussdo e Provetella
intermedia / P.nigrescens; abscesso e Streptococcus spp ou Actinomyces spp; falha

de selamento coronal e Streptococcus spp ou Candida spp.

Ongag et al. (2003) compararam a toxicidade e propriedades antibacterianas
do NaOCI a 5,25%, gluconato de clorexidina a 0,2%, gluconato de clorexidina 0,2%
com brometo de cetrimida (aménio quaternario). Foi inoculado Enterococcus faecalis
em 60 dentes humanos unirradiculares recém-extraidos, e realizada avaliagao
microbiolégica apds cinco minutos e 48 horas da inoculagdo. Os mesmos irrigantes
foram testados em estudo separado in vivo, durante a “desinfeccao” de dentes
deciduos com polpa mortificada. Além disso, as solugbes foram injetadas em
subcuténeo de ratos para testar a toxicidade, avaliando-se a reagéo inflamatéria em
duas horas, 48 horas e duas semanas apos a aplicagdo. Em laboratério, o gluconato
de clorexidina a 0,2% associado a cetrimida foram significantemente mais efetivos
sobre Enterococcus faecalis que o NaOCIl a 5,25% aos cinco minutos de sua
aplicacao intracanal. Da mesma forma, no estudo in vivo, o gluconato de clorexidina
a 0,2% associado a cetrimida foram significantemente mais efetivos sobre bactérias
anaerobias que o NaOCI a 5,25% as 48 horas de sua aplicagdo. Ao fim de duas
semanas, o NaOCI apresentava maior toxicidade quando comparado as outras

solugdes irrigantes.

Radcliffe et al. (2004) determinaram a resisténcia do Actinomyces naeslundii,
Candida albicans e Enterococcus faecalis associados com infeccbes endoddnticas
refratarias ao emprego do hipoclorito de sddio usado como irrigante durante o
tratamento endodéntico, em diferentes concentragdes (0,5, 1,0, 2,5 e 5,25%) e
tempo (0, 10, 20, 30, 60 e 120 segundos). No caso do Enterococcus faecalis foram
avaliados os tempos adicionais de um, dois, cinco, 10 e 30 minutos. Todas as

concentragdes de NaOCI diminuiram significantemente o numero de UFC apds 10
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segundos nos casos de Actinomyces naeslundii e Candida albicans, porém o
Enterococcus faecalis mostrou-se mais resistente, mostrando reducdo a zero
unidades formadoras de colénia (UFC) em 30 minutos para concentragao de 0,5%,
10 minutos para 1,0%, 5 minutos para 2,5% e 2 minutos para 5,25%. Os autores
concluiram que o E.faecalis apresenta resisténcia ao NaOCI e esta associado aos

casos de insucesso no tratamento endododntico.

Menezes et al. (2004) avaliaram in vitro a efetividade do hipoclorito de sddio a
2,5%, clorexidina a 2,0%, hidroxido de calcio, paramonoclorofenol canforado,
tricresol formalina, paramonoclorofenol associado ao furacin em 95 dentes humanos
unirradiculares extraidos e esterilizados, onde foram inoculados Candida albicans e
Enterococcus faecalis. Os pesquisadores concluiram que o hidroxido de calcio
associado ao paramonoclorofenol canforado foi mais efetivo como medicagao
intracanal para os dois microorganismos, e que a clorexidina 2,0% foi mais efetiva

que o NaOCl a 2,5% contra Enterococcus faecalis.

Ferrari et al. (2005) avaliaram 25 dentes humanos unirradiculares com polpa
mortificada e lesdo periapical. Coletas dentro do canal foram realizadas antes e
depois da instrumentagédo. Entre os microorganismos isolados, foram identificadas
para avaliagdo enterococi, bactérias entéricas e leveduras, através de teste
bioquimico. Os microorganismos foram isolados de 92% das amostras, apos o
acesso intracoronal, sendo 22% enterococci, bactérias entéricas ou leveduras. Apés
0 preparo biomecanico, estas espécies ndo foram detectadas. Apds sete dias sem
medicagao intracanal, 100% dos canais continham microorganismos, sendo que
52% eram pertencentes as espécies estudadas. Porém, apdés o uso de
paramonoclorofenol glicol como medicacéo intracanal, apos sete dias ndo foram
detectadas bactérias entéricas e leveduras. Somente enterococci ainda estavam
presentes. Os autores concluiram que os enterococci, bactérias entéricas e
leveduras estao presentes em infecgdes intracanais primarias, e que os enterococci,
particularmente Enterococcus faecalis e E.faecium foram resistentes a remogao pelo

preparo biomecanico seguido de medicagéao intracanal.

Em odontologia humana, com objetivo de evitar a disseminagao da infecgéo e
o risco de infecgao sistémica, diversos antibidticos tém sido administrados, o que

levou a selegcdo de bactérias resistentes a estes farmacos. Bactérias como o
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Enterococcus faecalis, descrita como sendo de dificil eliminagdo, vém se tornando
resistente a diversos antibiéticos como eritromicina, ampicilina, benzilpenicilina,
clindamicina, metronidazol, tetraciclina (DAHLEN et al.,, 2000) assim como
resistente, também a antimicrobianos como o hidroxido de calcio,
paramonoclorofenol canforado, clorexidina e hipoclorito de sddio (AYHAN et al.,
1999). Possivelmente o mesmo tipo de resisténcia esteja sendo induzida em
pacientes animais, visto que, pelo desconhecimento da odontologia veterinaria por
muitos profissionais e proprietarios, existe o “costume” de prescreverem-se

antibidticos para problemas orais sem certeza do diagndstico.

2.3 Laser de baixa poténcia

Juntamente com a evolugdo dos materiais e técnicas, a laserterapia vem
conquistando espagco na medicina, odontologia e medicina veterinaria. Na
endodontia humana, este avango tecnolégico vem contribuindo n&do somente com a
reducdo do tempo de trabalho clinico, mas também em aspectos biolégicos do
tratamento, como em alteragdes morfolégicas das estruturas dentais (esmalte e
dentina) e na redugdo significativa dos microorganismos presentes no sistema de
canais radicualres e, por consequéncia, no sucesso do tratamento endoddntico em

dentes portadores de lesdes periapicais (NIKOLAOS et al., 2006).

A radiagdo em questao é eletromagnética ndo-ionizante, com comprimento de
onda (A) entre 300 e 600nm, com caracteristicas bastante distintas. A radiagao laser
€ monocromatica, ou seja, apresenta um unico comprimento de onda. Apresenta
coeréncia temporal e espacial, isto é, propaga-se com mesma fase no espago e
tempo, além de concentrar uma alta densidade de energia concentrada em
pequenos pontos (BRUGNERA JR.; PINHEIRO, 1998).

A radiacao do laser pode ser refletida, absorvida, transmitida ou espalhada

pelo tecido. A absorcdo seletiva por parte dos tecidos € determinada pelo
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comprimento de onda do laser, fenbmeno denominado de ressonancia a uma
determinada frequéncia. Desta forma, para cada comprimento de onda encontra-se
um tipo diferente de interacdo entre o tecido e a radiagao laser (BRUGNERA JR;;
PINHEIRO, 1998).

A laserterapia pode ser realizada com laser de alta ou baixa intensidade.
Desta forma, existe a HILT (High-intensity laser therapy) e LILT (Low-intensity laser
therapy).

Os lasers comumente utilizados (Er:YAG, Er,Cr:-YSGG, Nd:YAG, Ho:YAG e
diodo) sao lasers de alta poténcia e por isso o risco de aumento de temperatura
intracanal ou radicular ndo pode ser negligenciado (GUTKNECHT et al., 1996). A
producdo de fumaga tem grande potencial de disseminar contaminagédo bacteriana
intracanal ao paciente e toda equipe cirurgica, motivo que obriga 0 uso de sistema
de sucgéo a vacuo durante o uso do laser cirurgico no canal radicular contaminado
(MCKINLEY et al., 1994). Além disso, os lasers de alta poténcia tém custo
relativamente alto, o que os torna inviavel para a grande maioria dos meédicos

veterinarios.

Os lasers em baixa intensidade apresentam poténcias inferiores aos de alta
intensidade, tendo poténcia média entre 30 a 100mW, com modo de emissao
continua ou pulsatil, variando em comprimentos de onda entre 630 a 904nm. Nao
produzem efeitos térmicos aos tecidos. Sua aplicacdo baseia-se na quantidade de
luz absorvida, que produz reacdes fotoquimicas ou fotofisicas, diferentemente do

laser de alta intensidade, cuja agao esta baseada na promocgao de efeitos térmicos.

A LILT pode ser definida como tipo de terapia n&do-térmica, capaz de causar
alteragbes celulares e teciduais, geradas pelo processo de biomodulagdo, ou seja,

inativacao ou ativacao de processos metabdlicos.

Segundo Utsonomiya (1998), dentro da endodontia humana, o laser em baixa
intensidade ja vem sendo utilizado no capeamento pulpar direto quando aplicado
diretamente sobre a exposicdo pulpar, antes da aplicacdo do hidréxido de calcio,
com objetivo de bioestimulagdo dos odontoblastos, aumento da velocidade de
formagao da dentina reparacional, analgesia e redugao do processo inflamatério;

pos-operatorio apds o preparo biomecanico para reduzir a sensibilidade pos-
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instrumentacao, biomodulagao dos tecidos periapicais e promover maior repara¢ao

Ossea periapical.

2.4 Conceito da Terapia Fotodinamica

A luz tem sido utilizada no tratamento de doencas desde a antiglidade. Os
indianos, egipcios e chineses ja tratavam doengas da pele como psoriase, vitiligo e
cancer com a exposi¢cdo do paciente ao sol, o que o filésofo grego Herddoto
chamava de helioterapia. As primeiras experiéncias com a terapia fotodindmica
datam de mais de 100 anos atras, realizadas no laboratério de Von Tappeiner, em
Munique, relatadas por seu aluno de medicina, Oscar Raab? (1900 apud PERVAIZ;
OLIVO, 2006 p. 551), que observou que baixas concentragdes de acridina na

presenca de luz podiam ser letais aos paramécios.

Durante o tratamento de epilepsia, em 1900, os neurologistas Jouve e Boyer
administraram eosina por via oral ao pacientes e verificaram que 0s mesmos
apresentavam dermatites nas areas expostas ao sol. Este trabalho motivou Von
Tappeiner e Jesionek a utilizar uma combinagdo de eosina, aplicada topicamente,
com exposicao a luz branca para o tratamento de tumores cutaneos. Em 1907, Von

Tappeiner denominou este fendbmeno de acao fotodinamica.

Desde entdo, as pesquisas nesta area, principalmente no combate ao

cancer, buscam novos fotossensibilizantes e novas fontes de luz.

2 RAAB, O.; Uber die Wirkung Fluoreszierender Stoffen auf Infusoria. Zeitschrift fir Biologie, v.39, p.524-526,
1900.
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2.5 Acéo daterapia fotodinamica em microorganismos

Em pesquisa utilizando o corante toluidina-O irradiado por luz branca de
xendnio em cultura de Saccharomyces cerevisiae, I1to (1980) avaliou o dano celular
ocorrido na membrana celular através das medidas de fluxo de uma sonda
molecular. Concluiu que a permeabilidade da célula aumentou drasticamente pela

acao fotodindmica, promovendo o fluxo do corante para o interior celular.

Malik et al. (1990) afirmam que as diferengas estruturais existentes entre os
diferentes tipos de bactérias devem ser levadas em consideragdo. Em geral,
bactérias Gram-positivas desenvolvem a fotossensibilizacdo mediante producéo de
oxigénio singleto ('0.), enquanto as bactérias anaerébias sdo fotossensibilizadas
sem este ultimo, mas sim pela formacdo de radicais livres. No entanto, Gram-
negativas devem ser tratadas com substancias que promovam o rompimento das
estruturas de sua membrana. Os pesquisadores afirmam, ainda, que para ocorrer a
inativagdo do microorganismo, o fotossensibilizante deve ser absorvido pela parede
celular, unir-se a membrana interna da célula e difundir-se pelo citoplasma celular,

promovendo a inibicdo da sintese de DNA, RNA e proteinas.

Okamoto et al. (1992) investigaram in vitro o efeito antimicrobiano do laser de
He-Ne associado a diversos corantes sobre microorganismos cariogénicos. Os
autores testaram o efeito antimicrobiano do laser de He-Ne quando combinado com
dez tipos de corantes (azuis, roxos e verdes) em espectroscopia de absorgéo
atdbmica, espectroscopia ultravioleta e zona de inibigdo de crescimento em placas de
cultura. Verificou-se neste estudo que os efeitos letais sobre os microorganismos

eram efetivos, apenas quando corantes especificos foram utilizados.

Paardekooper et al. (1995) estudaram o efeito da FLL em complexos
enzimaticos intracelulares utilizando o azul de toluidina. Os resultados
demonstraram que ocorria uma inibicdo destes complexos enzimaticos e uma queda

nos niveis de adenosina trifosfato (ATP), inviabilizando a célula.

Wainwright (1998) sugere que, quando um microorganismo demonstra

seletividade por um corante como o azul de metileno, este deve ser passivel de ser
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fotossensibilizado. O autor explica que se um corante absorve a energia gerada por

uma fonte de luz, pode ocorrer uma transicao de elétrons para um estado singleto

excitado. Assim, dependendo da estrutura molecular e do meio onde esta ocorrendo

essa transferéncia eletrbnica, a molécula pode perder sua energia através de

processo fisico, voltando desta forma ao seu estado fundamental, ou ainda passar

para um estado excitado tripleto. A partir dai, a molécula pode cair novamente para

o seu estado fundamental, sofrer reagbes de Oxido-redugdo com o meio, ou entéao

sua energia pode ser transferida para o oxigénio molecular, resultando na formagéo

de oxigénio singleto.

Quadro 1 — Vias fotocitotdxicas nas células microbianas

Area de acéo Acao Resultado Consequéncia Evento citotoxico
Abstragéo do ) Formagéo de peroxido o
i . L Formacéo do radical . L Processos oxidativos
Agua hidrogénio . de hidrogénio
hidroxila OH adicionais
Peroxidagao superéxido (Oy)
Parede / membrana
Peroxidagao Formagéo de Permeabilidade

celular
Lipideos e esterois

insaturados

Abstracao do

hidrogénio

Ligacao cruzada

peptideo

hidroperdxido

Inativagao enzimatica

aumentada aos ions
(perda Na'/K ™)

Peptideos

Oxidagao dos

residuos Tyr/Met/His

Degradagéo protéica

Perda de facilidade de

reparo; lise

Cobertura Protéica

viral

Reacbes de oxido-

redugéo

(REDOX)

Inibicdo da respiragao

Cadeia respiratéria

Oxidagao ou ligagdes

cruzadas

Inibicdo da respiragéo

Enzimas
citoplasmaticas /
enzimas virais

(transcriptase reversa)

Inibigdo do conjunto
ribossGmico; Inibigéo
da replicagao,

infectividade

Residuos de acidos
nucléicos

(guanosina)

Oxidagao da base ou

do agucar

8-hidroxiguanosina

Degradacao de
nucleotideo;
degradacao do

acgucar/clivagem

Substituicdo da base;
clivagem; partigéo;
mutacgao; inibicdo da

replicagéo

Fonte: Wainwright, 1998.
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2.6 Aspectos clinicos da Terapia Fotodinamica

A literatura demonstra que o uso de corantes deve ocorrer de forma que a
banda de absorgdo dos fotoiniciadores esteja em ressonancia com o comprimento
de onda emitido pela fonte de luz. Para isto, diversos corantes vém sendo testados,
nas cores azuis, roxas, marrons, verdes entre outras. A busca por agentes
fotossensibilizadores tem entdo sido uma constante no campo da terapia
fotodinamica, tanto para o tratamento de neoplasias como para a eliminagdo de
microorganismos. Corantes menos toxicos, mais ressonantes com o comprimento de
onda emitidos pelos lasers tém sido o ideal de diversos investigadores. E quanto
mais proximos deste ideal novos agentes se mostrarem, mais a terapia fotodindmica

realizara seu potencial na redugéo microbiana (KONIG et al., 2000).

Dobson e Wilson (1992) avaliaram vinte e sete fotossensibilizantes em
concentragbes variadas associados ao laser de Hélio-Nebnio (He-Ne) e sua
capacidade de inibir o crescimento de bactérias  Actinobacilus
actinomycetencomitans, Streptococcus sanguis, Fusobacterium nucleatum e
Porphyromonas gingivalis. Os pesquisadores concluiram que os corantes azul de
toluidina e azul de metileno foram eficazes em eliminar as quatros espécies
bacterianas e os corantes ftalocianina dissulfonada de aluminio, hematoporfirina HCI
e hematoporfirina éster somente foram efetivos em sensibilizar alguns dos
microorganismos. Desta forma, afirmam que a técnica de terapia fotodinamica pode
ser efetiva em eliminar bactérias patogénicas periodontais que compde a placa

bacteriana.

Culturas de Actinobacilus actinomycetencomitans, Fusobacterium nucleatum
e Porphyromonas gingivalis foram tratadas com uma diversidade de agentes
fotossensibilizadores e expostas a laser de He-Ne de poténcia de 7,5mW por até 80
segundos. Wilson et al. (1993) concluiram que o azul de orto-toluidina (O-toluidina) e
o azul de metileno na mesma concentragdo (25ug/mL) foram letais para as trés

culturas microbianas. Na auséncia de luz laser os corantes mostraram-se ineficazes.

Seal et al. (2002) compararam azul de O-toluidina em diferentes
concentragdes, irradiado por laser, com irrigagédo por hipoclorito de sodio a 3%.

Foram utilizados 35 dentes humanos unirradiculares extraidos e esterilizados. Foi
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inoculado Streptococcus intermedius por 48 horas até a formacéo de um biofilme.
Os autores concluiram que o uso do fotossensibilizante e laser em baixa intensidade
sdo bactericidas eficazes para o biofilme de S.intermedius, porém nao alcangcaram

anti-sepsia semelhante ao NaOCl a 3%.

Hayek et al. (2005) compararam a terapia fotodinamica com as técnicas
convencionais no tratamento das peri-implantites. Foram extraidos 18 pré-molares
de cao Labrador retriever e aplicados implantes nos respectivos alvéolos. Apds o
periodo de osteointegracdo, foram aplicadas ligaduras ao redor dos dentes para
indugao de peri-implantite. Passados quatro meses, as ligaduras foram removidas e
os animais foram divididos em dois grupos, um para tratamento convencional com
uso de clorexidina e raspagem peri-implantar e o outro para aplicagcdo do
fotossensibilizante azuleno, irradiado por laser de baixa intensidade Galio-Aluminio-
Arsénio (GaAlAs) com A=660 nm, P=40mW, E=7.2J, por trés minutos. Foram
realizadas coletas microbiolégicas antes e depois do tratamento. Os resultados
mostraram que Provetella sp, Fusobacterium sp e S.beta-haemolyticus foram
significantemente reduzidos em ambos grupos. Os pesquisadores concluiram que a
terapia fotodindmica pode ser considerada um método n&o-invasivo no tratamento

das peri-implantites.

Garcez et al. (2006) investigaram a agao do laser em baixa intensidade
associado a um fotossensibilizante na redugao de Entereococcus faecalis em canais
radiculares in vitro. Foram contaminados 30 dentes humanos unirradiculares e
divididos em dois grupos. O primeiro foi irrigado com NaOCI a 0,5% e deixou-se a
solugdo por 30 minutos. No outro grupo, o canal foi preenchido com o agente
fotossensibilizante, mantido por cinco minutos e, logo apds, irradiado por laser com
comprimento de onda de 685nm por trés minutos, com emprego de fibra optica.
Apods os estudos, os pesquisadores afirmaram que o fotossensibilizante ou laser
isolados nao apresentam propriedades antimicrobianas. O NaOCI a 0,5% alcancou
93,25% de desinfeccdo, enquanto que o laser associado a fotossensibilizacido
obteve 99,2% de sucesso. O estudo afirma que a fotossensibilizacdo foi efetiva
durante a redugdo de E.faecalis, e sugere que seja adjuvante do tratamento

endodontico.
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Bonsor et al. (2006) experimentaram utilizar azul de O-toluidina associada a
irradiacao de laser em baixa intensidade in vivo. Foram eleitos 30 pacientes de
forma randbmica, que apresentavam lesdo endodéntica. Foi realizada coleta
microbioldgica intracanal imediatamente apds o acesso, e apenas 20 apresentavam
microorganismos. Destes, 16 dentes apresentaram resultado negativo na cultura em
placa apés o tratamento endoddntico convencional. Os quatro dentes restantes que
ainda apresentavam microorganismos ap0s o tratamento endoddntico convencional,
apresentaram resultado negativo na cultura apos aplicagdo do agente sensibilizante
irradiado com laser. Os autores concluiram que a terapia fotodindmica proporciona a
destruicdo de microorganismos refratarios ao uso de substancias quimicas

convencionais na terapia endodéntica.

Nikolaos et al. (2006) testaram os efeitos da terapia fotodindmica sobre
microorganismos patogenos. Em 60 dentes humanos recém-extraidos, foi
introduzida solucdo de azul de metileno, permanecendo em repouso por 5 minutos
e, posteriormente, sofrendo irradiacdo de laser diodo com A=665 nm e E=30 j/cm2
através de introducéo de fibra optica para irradiagao tridimensional da luz dentro do
conduto. Neste protocolo, foram eliminadas todas as bactérias, exceto Enterococcus
faecalis (53% de eliminacdo). Ao aumentar a poténcia para E=222 Jicm?, houve 97%
de eliminagao de E.faecalis. Os autores concluiram que a terapia fotodinamica deve

ser empregada como coadjuvante do tratamento endoddntico padrao.

Qin et al. (2008) compararam in vivo a fotossensibilizagdo do azul de toluidina
com o tratamento periodontal convencional, por raspagem, em ratos. Foram
utilizadas ligaduras subgengivais em 16 molares superiores de ratos. Apos seis
semanas, a infecc¢ao foi tratada com 1 mg/ml de azul de toluidina, irradiado por luz
laser a 12 J/cm?, ou por raspagem periodontal. A eficacia foi avaliada pela reducéo
de bactérias totais da microbiota e por alteragdes histolégicas do tecido periodontal.
Houve significante reducéo bacteriana em ambas as terapias. Os autores concluiram
que a terapia fotodinamica com azul de toluidina pode ser empregada no tratamento

da periodontite e tem alto potencial clinico de aplicagao.
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3 OBJETIVO

A presente pesquisa teve por objetivo avaliar in vivo a redugdo microbiana
dos canais radiculares de dentes de caes portadores de necrose pulpar e lesao
periapical, comparando a eficacia do hipoclorito de sédio a 0,5%, usado como
substancia quimica auxiliar no preparo quimico-cirurgico convencional, e 0 uso de
fotossensibilizante irradiado por laser de baixa poténcia, em diferentes momentos de

aplicacéo.

Foi considerada a seguinte hipotese experimental: a irradiagdo do
fotossensibilizante azuleno com laser de baixa intensidade tem grande capacidade
de redugao microbiologica, podendo ser utilizado como coadjuvante do protocolo
convencional de limpeza e anti-sepsia (hipoclorito de sédio 0,5% + endo-ptc) dos
canais radiculares em caes, elevando as chances de sucesso do tratamento

endodontico na pratica odontologica veterinaria.
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4 MATERIAL E METODO

Vinte cades, adultos, com idade entre trés e 11 anos, machos e fémeas,
provenientes do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (HOVET-FMVZ/USP) foram utilizados. Os
animais foram atendidos nas dependéncias do Laboratério de Odontologia
Comparada (LOC-FMVZ/USP), onde todos os procedimentos odontologicos foram

realizados.

Todo o material e equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho
foram obtidos mediante Auxilio a Pesquisa da FAPESP (protocolo 04/12154-3).

4.1 Selecao dos dentes

Um dente unirradicular de cada animal foi selecionado de acordo com os

apéndices C e D, obedecendo aos seguintes critérios de incluséo:

e Dentes portadores de rizogénese completa.

e Camara pulpar exposta ou ndo a cavidade oral (Fig. 1).

e Diagnostico clinico de necrose pulpar (Fig. 1).

e Presencga de rarefacdo O6ssea periapical, visivel ao exame radiografico (Fig.
2).

e Auséncia de doenca periodontal.

e Nao estar fazendo uso de antibidticos, minimamente, nos trés ultimos meses.
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Figura 1- Canino inferior direito, apresentando fratura da coroa com
exposicdo do canal radicular, leve escurecimento dentario e
conteudo mortificado no interior do conduto

Figura 2— Radiografia intra-oral de dente canino superior esquerdo, onde o
halo de radioluscéncia (em destaque) sugere area de rarefagéo
Ossea periapical, compativel com lesdo endodéntica seguida de
morte e contaminagao pulpar

46
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4.2 Equipamento Laser

O equipamento laser utilizado neste experimento foi um laser de Galio-
Aluminio-Arsénio (GaAlAs), modelo KO 650 Kroman (Sdo Paulo, Brasil),
comprimento de onda de 670nm, poténcia de 50 mW, sistema de entrega de feixe
por fibra optica de 365um (Fig. 3) acoplado a ponta de pega de mao do
equipamento, desenvolvida pela empresa fabricante do equipamento

especificamente para este estudo (Fig. 4).
Os parametros utilizados neste estudo foram os seguintes:
e Poténcia 50mW
e Intensidade aproximada 10W/cm?

e Dose 4 Jicm?

Figura 3 — Equipamento laser utilizado no experimento, modelo KO650
(Kroman, Sao Paulo, Brasil), acompanhado da ponteira
acoplada a pega-de-méo, além do o6culos de protegéo, de uso
obrigatdrio durante a irradiagcao da luz laser
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Fonte: FMVZ/USP

Figura 4 — Aspecto da fibra-6ptica, acoplada a ponteira de aplicagao,
desenvolvido pela empresa Kroman (Sao Paulo, Brasil)
especialmente para o uso em canais radiculares de caes,
devido a sua grande extensdo, quando comparado ao dente
humano

4.3 Fotossensibilizante (azuleno)

O corante azuleno € um corante natural, extraido da camomila (Chamomilla
recutita), utilizado em xampus e locdes cosméticas. E formado por anéis aromaticos
heterociclicos sendo sua férmula quimica 7-etil-1,4 dimetilazuleno. Sua estrutura
quimica confere propriedade de absorg¢ao proxima ao comprimento de onda do laser
GaAlAs utilizado neste estudo (A=670 nm). Em alta concentragdo, o azuleno
aplicado intracanalmente provoca manchamento da dentina, com dificil remogao
apos cinco minutos de tempo de pré-irradiagdo. Foi utilizado o corante a 25%
associado ao Endo-PTC. O Endo-PTC € uma associagado de farmacos utilizada em
endodontia como substancia quimica auxiliar. Segundo Paiva e Antoniazzi (1973), é
composto de peréxido de uréia (10%), tween80 (15%) e carbowax (75%). Quando
associado ao hipoclorito de sédio, o Endo-PTC é um potente agente oxidante e

antimicrobiano. Segundo Garcez et al. (2006) a associagdo do azuleno 25% ao
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endo-ptc é facilmente removida do canal por irrigagdo com solugdo salina ou agua

(remogao mecanica) ou hipoclorito de sodio a 0,5%.

4.4 Técnica Operatéria e Coleta Microbiolégica

Os pacientes receberam medicagao pré-anestésica, com uso de meperidina e
acepromazina, e foram submetidos a anestesia geral inalatéria com isoflurano em
circuito semi-fechado, para que entao se iniciasse o procedimento. Primeiramente foi
realizada a anti-sepsia da cavidade oral com solugdo oral de gluconato de
clorexidina a 0,12% seguida do isolamento do dente destinado ao procedimento
cirargico. Apdés o isolamento do campo operatério com dique de borracha foi
realizada raspagem dental para remogédo de calculo supra-gengival. O campo
operatdrio e a superficie dental foram novamente descontaminados, utilizando-se o
protocolo de Moller (1966), através da aplicacdo sucessiva de trés solugdes, com
emprego de algodao e pinga estéreis, em um intervalo de tempo igual a 1 minuto: 12)
solugdo de peroxido de hidrogénio a 30%, 22) tintura de iodo a 10%, 3?2) tiossulfato
de sodio a 5% para inativacdo do iodo, a fim de que este nao influenciasse o

resultado da amostra microbioldgica posterior (Fig. 5).
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Figura 5 — Aplicagdo do protocolo proposto por Mdller (1966) para anti-
sepsia da superficie dentaria. Ambas as substancias foram
aplicadas com emprego de algodado e pinga clinica estéreis e
dique de borracha, para completo isolamento do elemento
dentario

4.4.1 Avaliagao da microbiota do canal radicular contaminado

Para avaliar a esterilidade da superficie coronaria a fim de se verificar a
esterilidade ao acesso a cavidade pulpar, utilizou-se uma bolinha de algodéo
esterilizada que foi passada sobre a coroa, logo apds a aplicagdo do protocolo de
Moller (1966). Esse material foi transferido para o meio de transporte pré-reduzido
VMGA Il (Viability Medium Goteborg Anaerobically) contendo pérolas de vidro de,
aproximadamente, 5 mm de didmetro para facilitar a mistura e homogeneizacao da

amostra antes do cultivo.

Os vinte dentes estudados apresentavam fratura com exposigao de canal

radicular. Uma ponta diamantada esférica de tamanho compativel com o volume da
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camara pulpar, avaliado pela radiografia inicial, em alta rotagao sob refrigeracéo de
agua destilada, foi empregada para ampliar o sitio de acesso ao sistema de canais

radiculares.

Imediatamente apdés o acesso, as amostras foram colhidas do interior do
canal radicular (12 coleta) com pinga clinica esterilizada e sem uso anterior,
empregando-se trés cones de papel esterilizados, os quais foram mantidos no
interior do canal radicular durante 60 segundos (LE GOFF et al., 1997). Essa coleta
teve como objetivo tragar a microbiota inicial nos casos de infeccdo endodéntica de

carater primario.

Caso nenhum exsudado fosse verificado nas pontas de papel absorvente, ao
exame visual direto, o canal radicular era preenchido com solucéo fisiolégica e, em
seguida, nova coleta era feita, como descrito acima. Apds a permanéncia dos cones
de papel esterilizados no interior do canal radicular, por um intervalo de 60
segundos, estes foram imediatamente transferidos para frascos contendo 2 ml de

meio de transporte pré-reduzido VMGA Ill com pérolas de vidro.

4.4.2 Divisdo dos grupos

Os vinte animais foram divididos em dois grupos de dez animais, de forma
aleatéria, sendo apenas um dente de cada individuo utilizado neste estudo
(Apéndices C e D). O grupo | teve por objetivo avaliar a agdo fotodindmica do
azuleno apds o preparo quimico-cirurgico convencional, e o grupo Il, avaliagdo da

acao anti-microbiana do azuleno antes do preparo quimico-cirurgico convencional.
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4.42.1 Grupo | (preparo quimico-cirirgico convencional antes da terapia
fotodinamica)

Imediatamente apos a cirurgia de acesso, o canal foi irrigado com 30 ml de
solugdo fisiolégica com a finalidade de remover residuos organicos ou quimicos
existentes e, entéo foi realizado o preparo quimico-cirurgico, empregando hipoclorito
de sbédio a 0,5% e endo-ptc, substancias quimicas preconizadas por Paiva e
Antoniazzi (1973). O canal foi novamente irrigado com 30 ml e, feito isso, nova
coleta (22 coleta) foi realizada, como descrito anteriormente (Fig. 9). A 32 coleta teve
como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana proporcionada pela fase de preparo do

canal radicular.

Apos este procedimento, foi feita a colocagdo da pasta de azuleno 25% no
interior do canal radicular (Fig. 6). O corante permaneceu por 5 minutos e, em
seguida, foi feita a aplicagdo do laser GaAlAs, de baixa poténcia (modelo KO 650
Kroman), sob A= 670nm, P= 50mW, E= 4 joules/cm2, durante 3 minutos, de acordo
com o protocolo de Garcez et al. (2006), através de fibra-Optica acoplada a ponteira
laser, em movimentos helicoidais em dire¢ao apico-cervical, para que a luz pudesse

ser irradiada em toda a extensdo do conduto (Fig. 7).

Quando do término da terapia fotodinamica, o canal foi irrigado com 30 ml de
solugdo fisiologica e a 32 coleta microbioldgica foi realizada, como descrita
anteriormente (Figs. 8 e 9). Esta visava avaliar a ac&o antimicrobiana proporcionada
pelo emprego da terapia fotodinamica com o corante azuleno irradiado por laser de

baixa intensidade.
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Fonte: FMVZ/USP

Figura 6 — Aplicagao do corante azuleno, com emprego de seringa e agulha
hipodérmica, no interior do canal radicular de um dente canino
inferior direito de céo

Figura 7 — Emprego de fibra-6ptica no interior do canal radicular de dente
canino inferior direito de um céo, para completa entrega da luz
laser em toda a extensao do conduto, a fim de ativar o corante
azuleno presente neste espago
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‘ il ) Fonte: FMVZ/USP

Figura 8 — Coleta microbioldgica realizada com emprego de cone-de-papel
estéril, introduzido com auxilio de wuma pinga clinica
odontoldgica, no interior do canal radicular de dente canino
inferior direito de cdo

4.4.2.2 Grupo Il (terapia fotodindmica antes do preparo quimico-cirargico
convencional)

Imediatamente apds a cirurgia de acesso, o canal foi irrigado com 30 ml de
solugao fisiolégica com a finalidade de remover residuos organicos ou quimicos
existentes. Apos este procedimento, foi feita a colocagdo da pasta de azuleno 25%
no interior do canal radicular. O corante permaneceu por 5 minutos e, em seguida,
foi aplicado o laser GaAlAs, de baixa poténcia (modelo KO 650 Kroman), sob A=
670nm, P= 50mW, E= 4 joules/cm2, durante 3 minutos, de acordo com o protocolo
de Garcez et al. (2006), através de fibra-Optica acoplada a ponteira laser, em
movimentos helicoidais em diregdo apico-cervical, para que a luz pudesse ser

irradiada em toda a extensao do conduto.
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Quando do término da terapia fotodinamica, o canal foi irrigado com 30 ml de
solugédo fisiologica e a 22 coleta microbioldgica foi realizada, como descrita
anteriormente (Fig. 9). Esta visava avaliar a agdo antimicrobiana proporcionada pelo
emprego da terapia fotodinamica com o corante azuleno irradiado por laser de baixa
intensidade.

O canal foi novamente irrigado com 30 ml e, feito isso, foi realizado o preparo
quimico-cirurgico, empregando hipoclorito de sédio a 0,5% e endo-ptc, substancias
quimicas preconizadas por Paiva e Antoniazzi (1973), e nova coleta (32 coleta) foi
realizada, como descrito anteriormente (Fig. 9). A 32 coleta teve como objetivo

avaliar a agao antimicrobiana proporcionada pela fase de preparo do canal radicular.

12 coleta

. 22 coleta / 32 coleta
canal contaminado ,

Grupo | ‘ Azuleno + laser

Grupo Il mmp

22 coleta / 32 coleta

)

Azuleno + laser Fonte: LOC/FMVZ/USP

Figura 9 — Esquema representando os trés momentos da coleta microbiolégica com emprego de
cones-de-papel estéril, nos dois grupos estudados, que diferiam no protocolo de anti-
sepsia quanto ao momento de aplicagdo do PQC e PDT
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4.5 Analise do material coletado

ApOs realizada as trés coletas, os meios de transporte pré-reduzidos VMGA llI
foram levados ao Laboratério de Microbiologia Oral do Departamento de

Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Cada tubo contendo as amostras era identificado com etiqueta constando

nome, elemento dentario, data e nUmero da coleta.

4.5.1 Isolamento dos Microrganismos

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério em um periodo maximo de
6 horas apds a coleta. Inicialmente, os frascos contendo as amostras em VMGA Il
foram mantidos em estufa microbiologica a 37 °C por um periodo de

aproximadamente 30 minutos objetivando a liquefagédo da gelatina do meio.

Posteriormente as amostras foram dispersas vigorosamente em agitador
mecanico por 15 segundos e diluidas a 1/10, 1/100 e 1/1000 em agua peptonada, no

interior da camara de fluxo laminar.

Aliquotas de 25 yl da amostra sem diluicdo e das amostras diluidas a 1/10,
1/100 e 1/1000 foram semeadas, em triplicata, na superficie de placas do tipo Petri

contendo os seguintes meios de cultura:

e agar m-Enterococcus: seletivo para detecgao de espécies de enterococos.
e Qagar Sabouraud-dextrose acrescido de 0,1% cloranfenicol: seletivo para

detecgao de espécies de leveduras.
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e agar Brucella acrescido de solugdao de hemina (10 ug/ml), menadione (1
pg/ml), e sangue desfibrinado de carneiro 5%: para crescimento de bactérias
totais (Fig. 10).

A seguir, as placas de agar m-Enterococcus foram incubadas a 37 °C por
periodo de 24 a 48 horas e as placas de agar Sabouraud-dextrose durante quatro
dias a temperatura ambiente. As placas de agar Brucella sangue foram incubadas a

37 °C, sob anaerobiose, por um periodo de quatro dias (Fig. 10).

Passados estes periodos, as placas que apresentaram crescimento
microbiano foram analisadas através de microscopio estereoscopico para

caracterizagado morfolégica das unidades formadoras de col6nia (u.f.c.).

Nas amostras semeadas em placas com meios seletivos m-Enterococcus e
Sabouraud-dextrose onde ocorreu crescimento bacteriano, foi realizada a coloracao

de Gram, com a finalidade de identificacdo presuntiva das colbnias.

O crescimento observado nas placas de agar Brucella sangue foi analisado

em microscopio estereoscopico, nao sendo submetido a nenhum teste especifico.
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37°C
30 minutos
37°C
VGMA Il 4 dias

anaerobiose

crescimento de bactérias totais
diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000

Agar Brucella sangue

37°C
Aliquotas de :ggo 24 a 48 horas
25ul sem diluicao
e criluido em . deteccdo de espécies
; de enterococos
fguia peptonaca diluigdes 1/10, 1/100 e 1/1000

Agar m-Enterococcus

Temperatura ambiente
A00 4 dias
1000
detecgao de espécies
de leveduras
diluigoes 1/10, 1/100 e 1/1000

Agar Sabouraud-dextrose

Fonte: LOC/FMVZ/USP

Figura 10— Esquema de isolamento dos microorganismos a partir do meio de transporte VGMA llI,
contendo os cones-de-papel utilizados durante a coleta intracanal, em trés meios de
cultura (em diferentes diluicdes) para determinagdo de UFC para bactérias totais,
espécies de enterococos e espécies de leveduras. Cada placa foi semeada em ftriplicata,
em seguida, incubada em tempo e temperatura especifica.
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4.6 Obturacao e restauracao

Ao término do esvaziamento e anti-sepsia dos canais radiculares, tanto no
grupo | como I, prosseguiu-se com a obturagéo. O canal foi preenchido com uso de
cimento endodéntico a base de 6xido de zinco e eugenol e selado com introdugéo
de cones de gutta-percha. Todos os dentes foram restaurados com uso de resina

composta fotopolimerizavel (bisfenol-A-glicildimetacrilato).

4.7 Andlise estatistica

Foram avaliadas as unidades formadoras de colénias (UFCs) em cada uma
das diluigdes, sendo atribuido a cada animal o titulo (ultima diluigdo com UFC). As

analises subsequientes foram feitas com base neste parametro.

Para a comparacao dos titulos entre as coletas, estratificando-as pelos meios
e grupos, foi realizado o teste nao-paramétrico de Friedman (indicado para a
comparagdo de k grupos dependentes). Nos casos onde foram detectadas
diferencas significativas (p<0,05), aplicou-se o teste n&o-paramétrico de Wilcoxon
(indicado para a comparagéao de dois grupos dependentes), buscando-se verificar as

diferencgas entre as coletas, duas a duas.

Para a comparacgao dos titulos entre os grupos, estratificando-os pelos meios
e coletas, foi utilizado o teste n&do-paramétrico de Mann-Whitney (indicado para a

comparacgao de dois grupos independentes), também considerando p<0,05.

Para a realizagdo das comparacgdes, foi utilizado o programa de computador
SPSS 9.0.
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5 RESULTADOS

Para o entendimento das avaliacbes de anti-sepsia, tanto pelo PQC como
pelo PDT, foram considerados os resultados da ultima diluicdo que apresentasse
UFC (Apéndices A e B).

5.1 Grupo |

Na primeira coleta de material intracanal, nove dentes (90%) apresentaram
contaminagao bacteriana, encontrando-se espécies de enterococos em sete dentes

(70%) e presenca de espécies de leveduras em trés dentes (30%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero de dentes do grupo | que apresentaram algum tipo de microorganismo nas trés
etapas de avaliagdo microbioldgica, antes da anti-sepsia, apds o preparo quimico-cirurgico
e apos a terapia fotodindmica (n=10)

12 COLETA 22 COLETA 32 COLETA
Contaminacao acesso ao canal ap6s PQC apés PDT
(dentes) (dentes) (dentes)
Bactérias totais 10 3 1
Espécies de enterococos 10 5 0

Espécies de leveduras 3 0 0
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Na segunda coleta de material intracanal, apés a anti-sepsia pelo PQC
(hipoclorito de sodio a 0,5% e endo-ptc), houve redugao de 100% de bactérias totais
em sete dentes (77,7%) dos nove contaminados; redugao de 100% de espécies de
enterococos em cinco dentes (71,4%) dos sete contaminados e redugao de 100% de

espécies de leveduras nos trés dentes (100%) contaminados (Tabela 1).

Na terceira coleta de material, apdés a desinfecgdo pelo PDT (pasta de
azuleno e endo-ptc irradiado por laser), houve reducao de 100% de bactérias totais
em dois (66,6%) dos trés dentes que ainda apresentavam contaminagao; reducéo de
100% de espécies de enterococos nos dois dentes (100%) que ainda apresentavam

contaminacao (Tabela 1).

A eficacia do PDT nao pdde ser avaliada na reducéo de leveduras, pois todas
as amostras com esta contaminacéo ja haviam sido reduzidas em 100% apenas
com o PQC (Apéndice A).

5.2 Grupo Il

Na primeira coleta de material intracanal, dez dentes (100%) apresentaram
contaminagao bacteriana, encontrando-se espécies de enterococos nos dez (100%)
dentes. A presenca de espécies de leveduras foi constatada em 4 dentes (40%)
(Tabela 2).

Na segunda coleta de material intracanal, apos a desinfeccdo pelo PDT
(pasta de azuleno e endo-ptc irradiado por laser), houve reducdo de 100% de
bactérias totais em nove (90%) dos dez dentes que apresentaram contaminagao;
reducdo de 100% de espécies de enterococos nos dez dentes (100%) que
apresentaram contaminagao e reducao de 100% de espécies de leveduras em todos

os quatro dentes (100%) que apresentaram esta contaminagéo (Tabela 2).
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Na terceira coleta de material, apds a desinfec¢cao pelo PQC convencional
(hipoclorito de sodio a 0,5% e endo-ptc), houve redugao de 100% de bactérias totais
no unico dente (100%) em que se constatou a persisténcia desta contaminagéo;

tanto para espécies de enterococos como para de leveduras (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de dentes do grupo Il que apresentaram algum tipo de microorganismo nas trés
etapas de avaliagdo microbioldgica, antes da anti-sepsia, apds o preparo quimico-cirurgico
e apos a terapia fotodindmica (n=10)

12 COLETA 22 COLETA 32 COLETA
Contaminacao acesso ao canal apés PDT apés PQC
(dentes) (dentes) (dentes)
Bactérias totais 10 1 0
Espécies de enterococos 10 0 0
Espécies de leveduras 4 0 0

A eficacia do PQC também n&o pbde ser avaliada na reducéo de espécies de
enterococos e leveduras, pois todas as amostras com esta contaminacao ja haviam

sido reduzidas em 100% apenas com o PDT (Apéndice B).

5.3 Avaliacéo estatistica

As analises estatisticas foram realizadas comparando-se os titulos entre as
coletas (Tabela 3) utilizando o teste nao-paramétrico de Friedman. Como houve
diferenca significativa entre as diluigdes (p<0,05), aplicou-se o teste ndo paramétrico

de Wilcoxon.
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Tabela 3 - Comparagéao dos titulos entre as coletas, estratificada pelos protocolos e meios de cultura

Protocolo Meio Teste de Friedman
(P)
BRU <0,001*
Grupo | m-Ent <0,001*
Sab 0,050*
BRU <0,001*
Grupo Il m-Ent <0,001*
Sab 0,018*

Teste de Wilcoxon (p)

Coleta 1x2

0,011**
0,014**
0,100
0,004**
0,002**
0,059

Coleta 1x3

0,007***
0,014***
0,100
0,004***
0,002***
0,059

Coleta 2x3
0,320
1
1

* Diferencas significativas dos titulos entre as coletas

** Diferenca significativa dos titulos entre as coletas (1>2)

***Diferencga significativa dos titulos entre as coletas (1>3)

sd = sem diluicdo; bru = Agar Brucella; m-Ent = Agar m-Enterococcus; Sab = Agar Sabouraud-dextrose

Os titulos obtidos nos dois protocolos utilizados foram comparados através do

teste paramétrico de Mann-Whitney (Tabela 4). O resultado desta avaliagdo n&o

mostrou diferenga significativa (p<0,05) entre os dois protocolos de anti-sepsia

aplicados em cada um dos grupos avaliados.

Tabela 4 — Comparacgao dos titulos entre os protocolos, estratificada pelos meios de cultura e coletas

Meio Coleta Teste de Mann-Whitney (p)
12 coleta 0,85

BRU 22 coleta 0,74
32 coleta 0,74
12 coleta 0,11

m-Ent 22 coleta 1
32 coleta 1
12 coleta 0,85

Sab
22 coleta 1
32 coleta 1

sd = sem diluigao; bru = Agar Brucella; m-Ent = Agar m-Enterococcus; Sab = Agar Sabouraud-

dextrose
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6 DISCUSSAO

Segundo Venceslau e Gioso (2000), 24,30% dos animais anestesiados no
Hospital Veterinario da FMVZ/USP apresentavam traumas dentarios. Apesar desta
elevada casuistica no mesmo servigo de atendimento, apenas os vinte pacientes

estudados atendiam ao critério de selecio proposto por este estudo.

O critério de selegdo seguiu o proposto por Ferrari et al. (2005), que visou
determinar o grau de contaminagédo pelos mesmos grupos de microorganismos que
foram estudados neste experimento, ou seja, bactérias totais, espécies de

enterococos e espécies de leveduras.

Baseado no critério de selecdo dos dentes, todos os vinte animais estudados
apresentavam, radiograficamente, presenga de rarefacdo Ossea periapical. Esta
escolha foi baseada na afirmacédo de Sundqvist (1976), cujo experimento
demonstrou que a presencga de bactérias tem relagdo com a leséo periapical. Apesar
da radiografia intra-oral ser um importante instrumento para avaliagcdo do processo
de cura da les&o peri-apical, este projeto ndo incluiu a realizagdo de radiografias de
acompanhamento pois os animais estudados eram provenientes da casuistica do
Hospital Veterinario da FMVZ/USP, existindo o risco de que nem todos os

proprietarios de animais colaborassem.

Kawamoto (2000) afirmou que foram estudados diversos corantes, sob
ativacao de luz, para eliminagao de microorganismos. Seguindo a linha de pesquisa
de Hayek et al. (2005) e Garcez et al. (2006), foi escolhido o corante azuleno para o

presente estudo.

Akpata e Blechman (1982) afirmam que, em dentes humanos, quanto maior o
tempo de exposicdo, maior a invasao intracanal por Enterococcus faecalis. Desta
forma, apesar de néao identificar a espécie, foi escolhido avaliar espécies de
enterococos. Na contagem de unidades formadoras de col6nia, 100% dos dentes

estudados apresentaram tal contaminacgao.
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Ayhan et al. (1999) testaram varias substancias utilizadas durante a anti-
sepsia dos canais radiculares humanos contra diversos agentes patdgenos,
incluindo a levedura Candida albicans. Pinheiro et al. (2003) também encontraram a
mesma espécie de levedura em dentes humanos que apresentavam falha no
tratamento de canal. Radcliffe et al. (2004) determinaram a resisténcia da Candida
albicans ao emprego do hipoclorito de sédio em diferentes concentragbes. Apesar
de nao ter sido identificado em género e espécie, a contagem de unidades
formadoras de col6nias para espécies de leveduras justificou-se no presente estudo,

tendo sido encontrada em 35% dos dentes estudados.

Durante o desenvolvimento deste experimento, houve algumas dificuldades,
posteriormente superadas, na avaliagdo microbiolégica. No inicio do experimento,
antes dos vinte dentes selecionados para a avaliagdo, outros quatro caes,
obedecendo ao critério de selecdo, foram submetidos as coletas. Porém, devido a
falta de experiéncia na coleta microbioldgica, ocorreram as seguintes falhas:
inativagdo dos meios de transporte (VGMA l1ll) por contaminagao por oxigénio do ar
ambiente e contaminagado das amostras durante a semeadura das placas. A inclusao
dos dados destas coletas afetaria o resultado e a avaliagdo da eficacia dos métodos

de anti-sepsia. Tais dados foram descartados.

Varios experimentos, em odontologia humana, propéem o uso de
fotossensibilizantes no processo de saneamento do sistema de canais radiculares
(SEAL et al., 2002), com diversos corantes e fontes de luz, porém testando sua
eficacia isolada, e ndo como parte do protocolo de anti-sepsia empregada na rotina

clinica.

A importancia de realizar um estudo envolvendo as duas formas de anti-
sepsia € valorizar uma das propriedades do hipoclorito de sdédio que é a
solubilizacdo de proteinas (SPANO, 1999), propriedade que os corantes néao
apresentam. Dai a importdncia de avaliar os resultados envolvendo os dois
protocolos de anti-sepsia, em diferentes ordens de aplicacdo, para que o resultado

justificasse seu uso em pacientes com lesdo endodéntica e contaminagao pulpar.

Desta forma, idealizou-se o projeto dividindo os vinte animais em dois grupos,
diferindo no protocolo de anti-sepsia do canal radicular contaminado. No grupo |, foi

aplicado o preparo quimico-cirurgico (PQC) utilizando hipoclorito de sodio a 0,5% e
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endo-ptc e, posteriormente, a terapia fotodinamica (PDT) utilizando o corante
azuleno irradiado por laser de baixa intensidade. No grupo Il, o protocolo de anti-
sepsia foi invertido, iniciando pelo PDT seguido do PQC. Foram realizadas coletas
microbiolégicas do conteudo do canal radicular em trés momentos: apds a cirurgia
de acesso, e imediatamente antes de cada método de anti-sepsia. As coletas foram
realizadas através de introducdo de pontas-de-papel estéril, semelhante ao que foi
descrito por Ferrari et al. (2005). A adaptacgao realizada neste estudo foi o emprego
de pontas-de-papel de uso veterinario, uma vez que os condutos apresentam

dimensdes diferentes dos dentes humanos estudados por Ferrari et al. (2005).

Na avaliagdo estatistica do grupo |, através do Teste de Friedman, péde-se
verificar que houve diferenga significativa (p<0,05) entre as culturas provenientes

das trés coletas, tanto para bactérias totais como para enterococos.

Ao comparar as placas da primeira com a segunda coleta, tanto para
bactérias totais como espécies de enterococos, o Teste de Wilcoxon mostrou que
houve diferenga significativa na descontaminagéao realizada pelo PQC. Logo, pode-
se afirmar que o hipoclorito de sédio, em conjunto com o endo-ptc, teve acéo
antimicrobiana, como afirmam Aynah et al. (1999), Oncag et al. (2003), Menezes et
al. (2004) e Radcliffe et al. (2004) em suas pesquisas realizadas em dentes

humanos.

N&o houve diferenga significativa entre o titulo das culturas da segunda coleta
e terceira. Possivelmente a descontaminagéo ja havia sido realizada pelo PQC, logo,
estatisticamente nada se pode afirmar sobre o PDT e sua eficacia na
descontaminagdo do canal neste grupo. Todavia, ao analisar a tabela 1, o PDT
diminuiu a contaminagao bacteriana em 66,6% dos dentes em que ainda persistia
contaminagao por bactérias totais, mesmo apds o PQC, sugerindo possivel agéo

complementar no processo de anti-sepsia.

Ao comparar a primeira coleta com a terceira, o Teste de Wilcoxon
apresentou diferenga significativa. Apesar disto, mais uma vez nao se pode afirmar
que o PDT tenha sido eficaz na descontaminacdo dos dentes deste grupo, pois a

anti-sepsia pode ja ter ocorrido pelo PQC.
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Na avaliagdo estatistica do grupo Il, através do Teste de Friedman, péde-se
verificar que houve diferenga significativa (p<0,05) entre as culturas provenientes
das trés coletas, tanto para bactérias, espécies de enterococos e espécies de

leveduras.

Ao comparar as placas da primeira com a segunda coleta, o Teste de
Wilcoxon mostra que houve diferenga significativa na descontaminagao realizada
pelo PDT, tanto para bactérias totais como para espécies de enterococos. A eficacia
demonstrada na anti-sepsia dos canais radiculares corrobora com os resultados
obtidos em pesquisas realizadas em dentes humanos por Seal et al. (2002), Garcez
et al. (2006), Borsor et al. (2006) e Nikolaos et al. (2006).

N&o houve diferenga significativa entre o titulo das culturas da segunda coleta
e terceira. Possivelmente a descontaminagéo ja havia sido realizada pelo PDT, logo,
estatisticamente nada se pode afirmar que o PQC e sua eficacia na

descontaminagao do canal neste grupo.

Ao comparar a primeira coleta com a terceira, o Teste de Wilcoxon
apresentou diferenga significativa. Apesar disto, mais uma vez ndo se pode afirmar
que o PQC tenha sido eficaz na descontaminacdo dos dentes deste grupo, pois a

anti-sepsia, neste grupo, pode ja ter ocorrido pelo PDT.

No caso da cultura de leveduras do grupo |, o valor de p (0,05) no teste de
Friedman demonstra que ha uma tendéncia em afirmar que houve diminuigdo do
numero de UFC nas placas ap6s o PQC, porém, seria indicado aumentar o numero
de amostras com este microorganismo para poder alcangar um valor com significado
estatistico. Ja no grupo Il, o Teste de Wilcoxon apresentou p préximo do significativo
(p<0,05), sugerindo que ha uma tendéncia do PDT, aplicado diretamente no canal
contaminado, em realizar a descontaminagdo destes microorganismos. Ao se
verificar a agdo do PQC sobre as leveduras, ndo houve diferenga significativa com o
resultado obtido pelo PDT. Na literatura pesquisada, ndo foram encontradas
referéncias relatando a eficacia do uso da terapia fotodinamica na reducido de

leveduras no interior do canal radicular de caes.

Segundo a tabela 4, ao comparar a acdo do PQC e PDT na segunda e

terceira coleta dos dois grupos, ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre o
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resultado da anti-sepsia, o que sugere que o PQC e PDT, quando empregados de
maneira independentemente da ordem de aplicacdo, apresentam acgao

antimicrobiana semelhantes.

Nos dois grupos estudados, o PDT foi executado aplicando-se no canal
radicular o corante azuleno, mantido em repouso para, posteriormente, sofrer
irradiagédo por laser de baixa intensidade durante trés minutos. A luz laser foi
aplicada com introdugdao de fibra-6ptica, em movimentos helicoidais em sentido
apico-cervical. Em ambos os grupos, o PDT mostrou capacidade de anti-sepsia com
este método de aplicagéo, que foi preconizado por Garcez et al. (2006). Para que
fosse possivel irradiar a luz laser em toda a extensdo do conduto, foi necessario
adquirir fibra-6ptica de maior comprimento, devido as diferencas anatomicas entre o

dente humano e canino.

Apesar da eficacia na desinfeccido apresentada pelo fotossensibilizante
azuleno, quando irradiado por laser de baixa intensidade, este método nao substitui
o emprego de hipoclorito de sédio, pois esta substancia quimica auxiliar possui a
propriedade de solubilizagdo de proteinas (SPANO, 1999), muito importante no

esvaziamento mecanico do canal radicular.

O emprego da terapia fotodindmica, como método de anti-sepsia no
tratamento endodéntico, ainda carece de novas pesquisas, tanto na odontologia
humana como veterinaria. Durante o levantamento bibliografico, poucos foram os

artigos encontrados sobre o tema, dificultando a discuss&o.
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7 CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada e nos resultados alcangados, p6de-se

concluir que:

1.

E possivel empregar a terapia fotodinamica com uso de laser de baixa
poténcia e corante fotossensibilizante dentro da rotina odontoveterinaria, nos
casos de necropulpectomia, desde que utilizado o equipamento adequado,

com fibra Optica longa para uso veterinario.

A terapia fotodindmica intracanal tem eficacia semelhante a anti-sepsia

classica do preparo quimico-cirurgico.

A ordem de emprego do preparo quimico-cirurgico e terapia fotodinamica n&o

influencia no resultado da anti-sepsia.

O emprego de azuleno irradiado por laser de baixa poténcia tem grande

eficacia sobre espécies de enterococos no interior dos condutos.

O emprego de azuleno irradiado por laser de baixa poténcia é eficaz na

diminui¢cao do numero de bactérias totais intraradiculares.

Os resultados sugerem que o emprego de azuleno irradiado por laser possa
diminuir a quantidade de espécies de leveduras, mas carece de novos

experimentos com numero maior de amostra.

Os aparelhos laser de uso humano devem ser adaptados para sua utilizagao

em odontologia veterinaria, devido as diferengas anatémicas.
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APENDICE

APENDICE A: Contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) segundo a
diluicdo e meio de cultivo, para cada dente estudado no Grupo |, apds acesso ao

canal radicular, apds o preparo quimico-cirurgico e apos a terapia fotodinamica

12 COLETA 23 COLETA 33 COLETA
acesso ao canal apés PQC ap6s PDT
DENTE  DILUIGAO (UFC) (UFC) (UFC)
BRU m-Ent  Sab BRU  m-Ent Sab BRU  m-Ent Sab
sd 325 245 0 0 0 0 0 0 0
1/10 174 193 0 0 0 0 0 0 0
o 1/100 0 35 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 170 305 30 0 0 0 0 0 0
1/10 120 80 18 0 0 0 0 0 0
- 1/100 63 17 4 0 0 0 0 0 0
1/1000 5 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 0 0 0 3 0 0 0 0 0
03 1/10 2 0 0 0 0 0 0 0 0
1/100 60 0 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 50 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 176 0 0 0 0 0 0 0 0
1/10 90 0 0 0 0 0 0 0 0
04
1/100 34 0 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 310 112 170 0 0 0 0 0 0
1/10 140 48 97 0 0 0 0 0 0
% 1/100 98 0 20 0 0 0 0 0 0
1/1000 32 0 0 0 0 0 0 0 0
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12 COLETA 22 COLETA 32 COLETA
acesso ao canal apés PQC ap6s PDT
DENTE  DILUICAO (UFC) (UFC) (UFC)
BRU m-Ent Sab BRU m-Ent Sab m-Ent Sab
sd 231 192 42 45 0 0 3 0 0
1/10 67 90 7 5 0 0 1 0 0
06
1/100 20 23 0 2 0 0 0 0 0
1/1000 12 0 0 1 0 0 0 0 0
sd 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1/10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
07
1/100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 198 37 0 0 0 0 0 0 0
1/10 71 2 0 0 0 0 0 0 0
08
1/100 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 332 219 0 0 1 0 0 0 0
1/10 42 172 0 0 0 0 0 0 0
09
1/100 1 13 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 109 63 0 1 1 0 0 0 0
1/10 15 14 0 0 0 0 0 0 0
10
1/100 0 1 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0

sd = sem diluicdo; bru = Agar Brucella; m-Ent = Agar m-Enterococcus; Sab = Agar Sabouraud-dextrose
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APENDICE B. Contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) segundo a
diluicdo e meio de cultivo, para cada dente estudado no Grupo Il, apdés acesso ao

canal radicular, apds a terapia fotodindmica e apds o preparo quimico-cirurgico

12 COLETA 23 COLETA 332 COLETA
acesso ao canal ap6s PDT apo6s PQC
DENTE  DILUICAO (UFC) (UFC) (UFC)
BRU m-Ent Sab BRU m-Ent  Sab BRU m-Ent  Sab

sd 217 179 38 0 0 0 0 0 0

1/10 182 87 5 0 0 0 0 0 0

B 1/100 75 18 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 29 0 0 0 0 0 0 0 0

sd 198 259 47 0 0 0 0 0 0

1/10 125 115 23 0 0 0 0 0 0

12 1/100 67 27 5 0 0 0 0 0 0
1/1000 19 0 0 0 0 0 0 0 0

sd 89 352 0 0 0 0 0 0 0

13 1/10 28 174 0 0 0 0 0 0 0
1/100 5 37 0 0 0 0 0 0 0

1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0

sd 70 170 32 0 0 0 0 0 0

1/10 32 50 10 0 0 0 0 0 0

14 1/100 5 9 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0

sd 202 167 O 3 0 0 0 0 0

1/10 45 57 0 0 0 0 0 0 0

' 1/100 7 7 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0

sd = sem diluicdo; bru = Agar Brucella; m-Ent = Agar m-Enterococcus; Sab = Agar Sabouraud-dextrose
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12 COLETA 23 COLETA 33 COLETA
acesso ao canal ap6s PDT apés PQC
DENTE  DILUICAO (UFC) (UFC) (UFC)
BRU m-Ent  Sab m-Ent Sab m-Ent Sab
sd 139 189 O 0 0 0 0 0 0
1/10 37 35 0 0 0 0 0 0 0
e 1/100 0 2 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 64 296 O 0 0 0 0 0 0
1/10 12 132 0 0 0 0 0 0 0
" 1/100 3 3 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 202 159 12 0 0 0 0 0 0
1/10 134 21 1 0 0 0 0 0 0
' 1/100 3 0 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 203 246 0 0 0 0 0 0 0
1/10 124 91 0 0 0 0 0 0 0
0 1/100 3 12 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sd 93 103 O 0 0 0 0 0 0
1/10 11 17 0 0 0 0 0 0 0
20
1/100 0 2 0 0 0 0 0 0 0
1/1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0

sd = sem diluicdo; bru = Agar Brucella; m-Ent = Agar m-Enterococcus; Sab = Agar Sabouraud-dextrose
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APENDICE C: Dados dos dez animais utilizados no estudo, pertencentes ao Grupo |

Caes Raca Sexo Idade Dentes
tratados*
01 Pit Bull Macho 5 anos 304
02 Pincher Macho 7 anos 201
03 Shitzu Fémea 3 anos 104
04 Pit Bull Fémea 5 anos 204
05 Pastor Alemao Macho 4 anos 204
06 SRD Fémea 6 anos 204
07 Pit Bull Fémea 5 anos 104
08 Pastor Belga Macho 4 anos 104
09 SRD Macho 4 anos 403
10 Cocker Spaniel Fémea 10 anos 304

* Dentes identificados por numeragao seguindo classificagdo de Triadan modificado



87

Apéndice LEON-ROMAN, M.A.

APENDICE D: Dados dos dez animais utilizados no estudo, pertencentes ao Grupo
Il

Caes Raca Sexo Idade Dentes
tratados *
11 Golden Retriever Macho 3 anos 101
12 SRD Fémea 6 anos 404
13 SRD Macho 7 anos 204
14 Pit Bull Fémea 7 anos 204
15 Pit Bull Macho 3 anos 104
16 Dog de Bordeaux Fémea 3 anos 204
17 Pit Bull Macho 4 anos 404
18 Pastor belga Fémea 3 anos 304
19 Labrador Fémea 8 anos 304
20 Fox Terrier Fémea 11 anos 404

* Dentes identificados por numeragao seguindo classificagdo de Triadan modificado
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APENDICE E: Odontograma contendo numeragdo dos dentes, segundo

classificagao de Triadan modificado

Ul hng fou e

103 102 101 | 201 202 203

404 403 402 4013 301 302 303

mﬁ@@mjw W&am@ﬁm

Fonte: LOC — FMVZ/USP
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APENDICE F: Lista de materiais utilizados

Liquido de Dakin - Hipoclorito de sédio 0,5% - Reagentes Analiticos Dinamica — Sao
Paulo — SP — Brasil.

Endo-C-Prep — Peréxido de uréia (10%), detergente tween80 (15%) e carbowax
(75%) — Porto Alegre — RS — Brasil.

Endofill - Oxido de zinco e eugenol — Dentsply — Petrépolis — Rio de Janeiro — RJ —
Brasil.

Filme radiografico intraoral — Kodak — Sdo Paulo — SP — Brasil.

Limas endodénticas veterinarias tipo Hedstrdom 60mm — Henry Schein In. — Port
Washington - NY — EUA.

Pontas de gutta-percha veterinarias — Dr.Shipp’s Laboratories — EUA.

Pontas de papel absorvente veterinarias 60mm — Dr.Shipp’s Laboratories — EUA.

Azuleno 25% - 7-etil-1,4 dimetilazuleno — Biophitus Farmacia de Manipulacdo — Sao
Paulo — SP — Brasil.

Periogard — gluconato de clorixidina a 0,12% - Colgate-Palmolive — Sdo Bernardo do
Campo — SP.

Resina restauradora fotopolimerizavel - bisfenol-A-glicildimetacrilato — 3M — Saint
Paul — MN — EUA.
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Fotopolimerizador — modelo QHL 75 - Dentsply — Sdo Paulo — SP — Brasil.

Turbina sub-so6nica - Sonic Flex 2000N — Kavo - Sao0 Paulo — SP — Brasil.

Canetas de alta e baixa rotacédo — Kit académico — Kavo — Sdo Paulo — SP — Brasil.

Aparelho de RX — Modelo convencional de parede — Sdo Paulo — SP — Brasil.

Equipo odontolégico — Modelo Amadeus — Kavo — Sao Paulo — SP — Brasil.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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