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AVALIAGAO DA REDUGAO BACTERIANA EM CONDUTOS RADICULARES
CONTAMINADOS COMPARANDO TRES TECNICAS DE IRRADIAGAO COM
LASER DE BAIXA POTENCIA ASSOCIADO A FOTOSSENSIBILIZADOR

FLAVIA MISKEY CAVALHEIRO

RESUMO

O objetivo do tratamento endoddntico é sanificar e modelar o canal radicular.
Um dos grandes obstaculos para o sucesso do tratamento é reduzir o biofilme
intracanal. O Enterococcus faecalis €é uma bactéria Gram positiva anaerdbia
facultativa frequentemente encontrada em retratamentos endoddnticos. Este estudo,
in vitro, compara trés técnicas de irradiacdo intracanal para reducao de E. faecalis
utilizando a terapia fotodindmica. Foram utilizados 51 dentes unirradiculares
humanos, inoculados com E.faecalis e incubados durante 14 dias. Foram divididos
randomicamente em 3 grupos de 16 dentes cada. Os canais foram preenchidos com
azul de metileno a 0,005% e ap6s 2 minutos de pré-irradiagdo foram irradiados
durante 3 minutos utilizando um laser de emissido vermelha, modo continuo,
poténcia de 15 mW, A=660 nm. No grupo helicoidal (GH) foi utilizada a irradiagao
com movimentos helicoidais apico-cervicais utilizando-se fibra 6ptica; no grupo
estacionario (GE) também foi utilizada a fibra éptica em 3 pontos de cada ter¢o do
canal, que foi irradiado por 1 minuto; no grupo onde nao foi utilizada a fibra 6ptica
(GSF), a ponteira do laser ficou durante 3 minutos na entrada do conduto na regido
coronaria. Apos irradiagdo, os espécimes tiveram suas raizes seccionadas em 3
partes, separando os tergos apicais, médios e cervicais. Posteriormente, foi
realizada a diluicdo e semeadura. Os resultados foram analisados estatisticamente
segundo teste ANOVA. Todos os grupos comprovaram a eficacia da PDT em
promover reducao bacteriana. No teco cervical, GE apresentou uma reducao
significantemente maior comparado aos grupos GH e GSF. Estes resultados indicam
que a PDT intracanal é eficiente em eliminar E. faecalis independente da técnica de

irradiacao utilizada.



ASSESSMENT OF BACTERIAL REDUCTION IN CONTAMINATED ROOT
CANALS COMPARING THREE IRRADIATION TECHNIQUES WITH LOW POWER
LASER ASSOCIATED WITH A PHOTOSENSITIZER. AN IN VITRO STUDY

FLAVIA MISKEY CAVALHEIRO

ABSTRACT

The aim of endodontic treatment is to sanitize and to model the root canal.
One of the great obstacles to successful treatment is to reduce intracanal biofilm.
Enterococcus faecalis is a facultative anaerobic Gram positive bacterium frequently
found in endodontic re-treatments. This in vitro study compares three intracanal
irradiation techniques for reducing E. faecalis by using photodynamic therapy. Fifty-
one human uniradicular teeth were used, inoculated with E. faecalis and incubated
for 14 days. They were randomly divided into 3 groups of 15 teeth each. The canals
were filled with methylene blue at 0.005% and after 2 minutes of pre-irradiation, they
were irradiated for 3 minutes, using a red emission laser, in continuous mode, at
power 15 mW, A=660 nm. In the helicoidal group (GH) irradiation was performed with
helicoidal movements apico-cervical direction using fiber optic; in the stationary group
(GE) fiber optic was also used at 3 points in each third of the canal, which was
irradiated for 1 minute; in the group in which fiber optic was not used (GSF), the laser
tip remained at the canal inlet in the coronary region for 3 minutes. After irradiation,
the specimen roots were sectioned into 3 parts, separating the apical, middle and
cervical thirds. Afterwards dilution and seeding were performed. The results were
statistically analyzed by the ANOVA test. All the groups proved the efficacy of PDT in
producing bacterial reduction. In the cervical third, GE present a significantly greater
reduction in comparison with groups GH and GSF. These results indicate that
intracanal PDT is efficient for eliminating E. faecalis, irrespective of the irradiation

technique used.
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1. INTRODUCAO

A terapia endodbntica tem por objetivo sanar as patologias pulpares e
periapicais para o reestabelecimento do elemento dental nas fungbes do sistema
estomatognatico.

O sucesso do tratamento endoddntico depende de uma sequencia de
procedimentos e que estado intimamente relacionados. Uma criteriosa fase de acesso
cirurgico que possibilita o instrumento endodéntico alcangar todas as paredes do
canal, passando pela fase de desinfegcdo e modelagem que preconiza modelar, limpar
e desinfectar o canal radicular até a fase de obturacédo, promovendo o vedamento
hermético do conduto (Paiva & antoniazzi, 1988).

O procedimento procura preencher todos os requisitos necessarios para
alcangar um prognostico favoravel: preparo cénico afunilado sem a modificacdo da
posicao do forame apical (Schilder, 1974), remogao de bactérias e restos teciduais,
alisamento das paredes e aumento da permeabilidade dentinaria com o auxilio de
substancias quimicas irrigadoras que favorecem a descontaminagdo microbiana e o
acesso do cimento obturador.

A falha na terapia endodéntica, entre outras causas, € a persisténcia de
infeccao no sistema de canais radiculares por bactérias que recolonizam os tubulos
dentinarios, ja que nao sao acessiveis pelo preparo quimico-cirurgico, pela defesa do
hospedeiro ou pela medicagdo via sistémica de agentes antimicrobianos. A
descontaminagao e redugdo microbiana sédo favorecidas na luz do canal podendo
permanecer cepas de bactérias capazes de sobreviver em ambientes de anaerobiose

no sistema de canais radiculares, tais como canais acessorios, laterais e secundarios.



O Enterococcus faecalis possui importante papel no insucesso da terapia
endodontica. E freqlientemente encontrado em lesdes periapicais cronicas de
retratamentos endodoOnticos (Sundqvist et al., 1998; Molander et al., 1998; Love,
2001), no entanto, apesar de ser Gram-positivo facultativo, faz parte da flora inicial que
sera dominada por espécies Gram-negativas.

A viruléncia do E.faecalis foi relacionada a sua resisténcia a medicacéao
intracanal (Bystrom & Sundqvist, 1985; Orstavik&Haapasalo, 1990; Chong & Pitt Ford,
1992; Peters, 1995) e a habilidade de sobrevivéncia em canais radiculares como um
unico organismo sem o suporte de outra bactéria (Fabricius et al.,1982).

Com o propésito de limpar toda a extensao do canal radicular e promover sua
desinfecgdo, os lasers tém papel coadjuvante a terapia convencional na redugao
microbiana.

O uso de diferentes tipos de lasers de alta poténcia em endodontia apresenta
acao térmica e promove efeito bactericida com possivel modificacdo da superficie
dentinaria do canal radicular, utilizando o laser de diodo, Nd:YAG e Er:-YAG
(Gutknecht et al., 2000; Moritz et al., 1999). Estas alteragdes dependem do protocolo
utilizado segundo o efeito desejado pelo operador.

Existem riscos associados a utilizacdo dos lasers de alta poténcia quando
indevidamente utilizados. O fator térmico deve ser muito bem controlado para néao
causar injurias aos tecidos dentais e vizinhos, tais como carbonizagdo da dentina,
promogao de anquilose, derretimento de cemento, reabsorgédo radicular e necrose
perirradicular (Hardee, 1994).

Uma alternativa para o uso dos lasers de alta poténcia na redugao microbiana é
a terapia fotodinamica, também conhecida como PDT (Photodynamic Therapy). Esta

terapia propde a associagao de um agente fotossensibilizante, geralmente exégeno, e



10

uma fonte de luz com comprimento de onda ressonante a banda de absor¢ao do
fotossensibilizador, com a finalidade de promover redugdo microbiana sem a agao
térmica. Neste caso, o microorganismo morre por dano oxidativo.

Qualquer fonte de luz pode ser utilizado para esta finalidade. Considerando a
utilizacdo do laser de baixa poténcia, como o He-Ne e GaAlAs, sao utilizados para
esta finalidade quando emiterem luz em baixa intensidade, na ordem de W/cm?. Seu
uso nao produz efeito térmico, pois a variagdo de temperatura € aproximadamente
0,5°C (Garcez, 2002). Estes lasers sao utilizados como fonte de luz associados a
corantes que possuem banda de absorcao ressonante com seu comprimento de onda.
O mecanismo de agao ocorre quando os fétons da fonte emissora sdo absorvidos pelo
agente fotossensibilizante que muda a configuragdo eletrbnica, passando para um
estado excitado. Na presenga de um substrato (principalmente o oxigénio), o corante
quando retorna ao estado fundamental transfere energia para o substrato, produzindo
espécies reativas de oxigénio, como por exemplo, o oxigénio singleto. O oxigénio
singleto pode causar morte celular por oxidagao (Ribeiro, Zezell, 2004).

O efeito antimicrobiano da terapia fotodinamica vem sendo estudado ha alguns
anos na endodontia e os estudos mostram bons resultados na reducao de diferentes
microorganismos (Dobson, Wilson, 1992), (Sibert et al., 2000), (Walsh, 1997), (Garcez,
2006), (Seal et al, 2002).

A literatura oferece procedimentos coadjuvantes para a terapéutica endododntica
(Kairalla, 2006), (Garcez, 2006), (Dobson et al, 1992), (Bonsor et al, 2005). A
tecnologia laser é utilizada com fonte de luz na terapia fotodindmica e apresenta
destaque devido a eficiéncia na redugdo microbiana. Devemos aprimorar 0s
protocolos para potencializar a sanificacdo dos canais radiculares. Como a literatura

nao apresenta um consenso para a irradiacao intracanal, este trabalho visa avaliar
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diferentes técnicas de irradiacdo buscando o melhor método para reducéo bacteriana

em canais contaminados.
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2. OBJETIVOS

Avaliar, in vitro, a redugdo microbiana em canais radiculares
contaminados com E.faecalis, utilizando laser em baixa intensidade de
emissdo vermelha em A= 660 nm associado ao fotossensibilizador azul
de metileno na concentragdo de 0,005%, uitlizando trés técnicas de
irradiacao.

Comparar trés diferentes técnicas de irradiagdo intracanal: técnica
helicoidal e técnica estacionaria, utilizando fibra 6ptica para acesso do

canal, e irradiagao sem fibra na superficie da coroa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microbiota Endodontica

O tratamento endoddntico possui limitagbes que prejudicam o sucesso da
terapia. E comum depararmos com dificuldades durante o ato quimico-cirirgico, como
variagbes anatbmicas, calcificagbes e atresia dos canais. Estas dificuldades
inviabilizam o adequado preparo quimico-cirurgico e possibilita a reinfecgéo
bacteriana.

Eduardo e Gouw-Soares (2001) relatam a presenga de microorganismos no
canal radicular mesmo depois da terapia instituida frente as dificuladades encontradas
em sua execugao.

Sundqvist et al (1998) também associam o insucesso de tratamentos com
fatores desfavoraveis ou falhas na execucao da terapia endodéntica; relatam que em
tratamentos de dentes desvitalizados com lesdo periapical e em retratamentos o
indice de sucesso nao ultrapassa 74%.

A reinfeccdo endodéntica também é viavel pela inadequada obturacdo dos
canais radiculares, mesmo realizando satisfatéria redugédo microbiana ( Peters et al,
1995).

As bactérias Gram positivas facultativas anaerdbicas sdo destaque na infecgao
de lesdes periapicais de tratamentos endododnticos. Microorganismos entéricos,
especificamente os E.faecalis sdo os mais resistentes as terapias inclusive com o
emprego de medicacao intracanal, com por exemplo o hidréxido de calcio, devido a

resisténcia ao pH alcalino que este medicamento induz, Siqueira Jr,1997.
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Estudos de Haapasalo e Orstavik (1987) demonstram que Enterococcus faecalis
recolonizaram o sistema de canais mesmo depois de um adequada desinfecgao.

Ferrari (2001) detectou espécies de enterococos, enterobactérias e leveduras
nas diferentes fases da terapia endodéntica. Concluiu que os Enterococos foram os
mais resisténtes a terapia instituida.

Gomes et al (2004) averiguaram, em dentes nao tratados endodonticamente mas
com lesao periapical, a presenca de microflora mista, composta por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, anaerébia em sua maioria, e usualmente contendo mais
de trés espécies. Em contrapartida, a microflora encontrada em dentes com insucesso
endodoOntico apresenta predominancia de bactérias facultivas anaerdbias e Gram-
positivas, predominando 1 a 2 espécies por canal.

Sundqvist (1992), num estudo in vivo realizado em 65 dentes, caracterizou a
microbiota intracanal como sendo 90% bactérias anaerdbias.

Love, em 2001, relatou a capacidade de sobrevivéncia dos Enterococcus faecalis
em dentes desinfectados, logo apos o PQC, devido ao poder de adaptacéo ao
suplemento de reserva de nutrientes presentes nos tubulos dentinarios, sendo
encontrado posteriormente a obturacdo dos canais.

Sedgley et al (2005) inocularam em 150 dentes unirradiculres Enterococcus
faecalis e ap6s 12 meses, as bactérias “sepultadas” pelas obturagbes dos canais
continuaram viaveis mesmo sem nutricao adicional.

Peciuliene et al (2000) num estudo in vivo verificaram a presenca da bactéria
E.faecalis em dentes tratados endodénticamente e com presencga de leséo periapical.
Foram analizados 25 dentes assintomaticos dos quais 20 apresentavam bactérias,
sendo que destes 20 dentes 14 possuiam presenca de E.faecalis. Os autores re-

instrumentaram os dentes e irrigaram com hipoclorrito de sodio a 2,5% e EDTA. Dos
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20 dentes com cultura positiva, apenas 7 apresentaram infecgao bacteriana sendo 5
deles com E.faecalis.

Em 2000, Noda et al avaliaram, in vivo, a acdo dos antibidticos em bactérias
provenientes de canais com exsudato caudados por periodontite apical. Doze
espécies bacterianas foram identificadas, o E.faecalis foi a mais comum e a mais
resisténte aos diversos tipos de antibidticos, especialmente as cefalosporinas.

Peters et al (2001) analisaram a presencga de bactérias em 3 profundidades de
dentina, em raizes de dentes que apresentavam lesdes periapicais. As amostras
colhidas localizam-se entre as paredes do canal e o0 cemento. As culturas
microbiolégicas apresentaram 77% das amostras das paredes dos canais, 87,5% das
amostras intermediarias de dentina e em 62% das amostras de dentina proximas ao
cemento.

Dahlen et al (2000) testaram a susceptibilidade do Enterococcus faecalis a
diversos antibidticos. Foram avaliados 29 dentes com infeccdo endodéntica
persisténte e previamente tratados com medicacao intra-canal de hidréxido de calcio
entre sessdes. 73% das amostras apresentaram cultura positiva para o E.faecalis,
sendo sensiveis a vancomicina e a eritromicina, mas resisténtes aos outros
antibiéticos. A medicacdo sistémica aumentou a resisténcia microbiana. A
sensibilidade reduzida do Enterococcus spp a agentes antimicrobianos via sistémica,
contribui para o insucesso do tratamento endodéntico.

Siqueira et al (1998) avaliaram 7 solugdes irrigadoras ( hipoclorito de sédio a
0,5%, 2,5%, e 4,0%; digluconato de chlorexidine a 0,2% e 2,0%, acido citrico a 10% e
EDTA a 17%.) em 4 tipos de bactérias com pigmentos negros Gram negativas
anaerobicas e 4 tipos anaerdbicas facultativas (Porphyromonas endodontalis,

Porphyromonas  gingivalis,  Prevotella  nigrescens,  Enterococcus faecalis,
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Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis e Streptococcus sobrinus). Todas as
solugdes mostraram zonas inibitérias em todas as culturas bacterianas. As solugcdes
que mostraram melhor resultado foram as de maiores concentragdes. Devemos
considerar a efetividade da concentragdo da solugéo irrigadora em fungdo ao tempo
de contato com o dente.

Pinheiro et al (2003) avaliaram 30 dentes com tratamento endoddntico ha mais
de 4 anos com presenca de lesédo periapical. Foram isoladas 55 espécies bacterianas,
sendo 80% Gram-positivas e 58% anaerobias facultativas. A espécie mais isolada foi a
de E.faecalis. Os autores concluiram que em casos de insucesso endoddntico com
presenca de les&o periapical, a microbiota é predominantemente Gram positiva.

Moller et al (2004) inocularam 4 tipos de bactérias em 160 canais de dentes de
macacos (Streptococcus milleri, Peptostreptococcus anaerobius, Prevotella oralis e
Fusobacterium nucleatum), e outros 24 canais com Enterococcus feacalis e S. Milleri.
Apdés 12 meses, com os dentes apresentando lesdes periapicais, realizaram
retretamento endoddntico em duas sessbes e foram coletadas amostras antes e
depois do preparo quimico-mecanico. As bactérias facultativas anaerdbicas
apresentaram mais resisténtes ao tratamento que as anaeroébicas.

O biofilme é um mecanismo de resisténcia bacteriana da qual o E.faecalis
participa. E um ecossistema envolto por matriz polissacaridea, organizada com canais
de agua para nutricdo e excrecao. Distel et al (2002) analisaram a capacidade do
Enterococcus feacalis como formador de biofilme. Utilizaram 46 raizes, deixaram seus
apices imersos em meio de cultura BHI (infusdo de cérebro e coragao), bolinhas de
algodao inoculadas com E.faecalis foram colocadas dentro dos espécimes que
estavam medicados com hidroxido de calcio. Apds clivados, utilizando MEV

(microscopia eletrbnica de varredura) observou-se microorganismos na parede do
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canal. Utilizando MCLV (microscopia laser confocal de varredura), apdés 160 dias,
observou-se biofilme organizado em forma de “cogumelo”, com espessura de 21 a 30
pum. A viabilidade bacteriana foi de 90%. Os autores salientam que a estrutura fisica do
biofilme pode proporcionar trocas genéticas entre os individuos podendo aumentar
assim a viruléncia. George et al (2005) estudaram as caracteristicas do biofiime em
condi¢des de anaerobiose, aerobiose, ambiente com e sem nutrigdo. O biofilme atingiu
maior espessura quando o E. faecalis foi incubado em aerobiose e em ambiente com
nutricdo. O tempo de incubacéo foi de 21 dias.

Lana et al (2001) observaram o importante papel das bactérias facultativas
anaerdbias em canais. Bactérias microaerdfilas e facultativas anaerdbios sao
importantes patégenos nas patogenias endodénticas, agindo sinergicamente com
bactérias anaerébias, possuem destaque na colonizagdo dos canais. A presencga de
E.faecalis vem sendo associado a presenca de lesdo periapical.

Em 1992, Sundqvist analisou 65 pacientes e com lesdo endodéntica.
Considerou a ecologia no sistema de canais radiculares resultado do comensalismo e
antagonismo da interrelagao das bactérias num meio limitado de nutrientes e presenca

de oxigénio em canais necroticos.

3.2 Terapia fotodinamica em endodontia

A terapia fotodindmica (PDT) possui suas primeiras experiéncias a cerca de 100
anos. Desde entdo, diversos corantes e fontes de luz foram testados.
Com o advento dos lasers, a terapia fotodindmica foi favorecida, pois € utilizado

uma fonte de luz com apenas um comprimento de onda. Com o A conhecido, faz-se
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possivel a absorgédo pelo corante especifico. Ainda possibilitando o acoplamento da
fibra Optica a saida do feixe no aparelho e a possibilidade de controlar os parametros
da luz emitida.

Quando utilizamos a terapia fotodinAmica em reducao microbiana, pretendemos
transferir a energia do feixe de luz para o corante que devera estar impregnado em
alguma estrutura do microorganismo alvo. Este corante podera ser endoégeno ou
exogeno. A energia absorvida pelo corante produzira substéncias altamente reativas
que causarao danos a estes microorganismos levando-os a morte. Chamamos este
procedimento de PACT- quimioterapia fotodinamica antimicrobiana.

A terapia €& considerada atérmica pois o aumento de temperatura é
insignificante, ndo ultrapassando 1°C. A vantagem da PACT é poder transferir a
energia ao fotossensibilizador, sem causar injurias aos tecidos circunvizinhos.
Produzindo reagbes de oxido-reducdo e peroxidagao (superoxidos), mediando
processos oxidativos, degradagao de proteinas, inibicdo de replicagdo e aumento de
permeabilidade em membranas e paredes celulares.

A eficiéncia desta terapia depende da seletividade e retencdo do
fotossensibilizador pelo microorganismo, eficiéncia de absorgado e transferéncia da
energia, e ainda do poder oxidativo das substéncia energizadas na interagdo com os
meios bioldgicos. A terapia fotodindmica esta sendo estudada como uma terapia
promissora para erradicar bactérias patogénicas devido sua seletiva acgéo
antimicrobiana, pois em baixas concentragdes apresenta-se letal a elas sem causar
injurias a células normais. (Soukos et al, 1996)

Diversos estudos tem sido realizados em odontologia com o intuito de
complementar as terapias convencionais. Especificamente em endodontia, a PDT

apresenta papel promissor como coadjuvante em retratamento com lesdes periapicais.
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Estudos vem sendo realizados para demonstrar a reducdo microbiana intracanal.
(Silbert et al, 2000), (Seal et al, 2002).

Uma vantagem do uso da PDT € a imediata reduc&o microbiana em relagdo ao
uso de agentes antimicrobianos locais. Com o uso de antibiéticos, as bactérias podem
desenvolver resisténcia a medicagédo e limitar a redugdo microbiana. (Wilson et al.,
1995). Estudos realizados por Pinheiro et al, 2003, mostrou a baixa susceptibilidade
do E.faecalis pela azitromicina e a eritromicina. Clindamicina e cefalosporina ndo sao
clinicamente efetivos para cepas de Enterococcus spp. Pacientes alérgicos a
penicilina devem utilizar vancomicina e aminoglicosideos.

Silbert et al (2000), avaliaram a redugdo microbiana intraradicular utilizando a
PDT. Dois grupos foram infectados com S. Mutans e E.faecalis. Utilizando laser de
diodo (A=670 nm e P=3,5 mW) e corante azul de metileno, as raizes foram irradiadas
por periodos de tempo de 30 s a 240 s. Os resultados mostraram que apenas
utilizando o corante houve redugéo bacteriana de aproximadamente 20%, somente a
irradiacdo nao houve alteracdo no numero de bactérias, e a associacao laser e
corante (PDT) reduziu 100% das bactérias do grupo S.mutans e 40% do gripo
E.faecalis. os autores consideraram a PDT como um método efetivo para reducao
microbiana.

Seal et al (2002) avaliaram in vitro a efetividade da PDT comparando-a a
técnica convencional utilizando hipoclorito de sédio a 3%. 35 dentes foram inoculados
com Streptococcus intermedius, varias concentragdes de corantes e diversas doses
de energia foram utilizadas. Concluiu-se que apesar de comprovado efeito bactericida
da PDT, a utilizagdo de hipoclorito a 3% durante 10 min foi mais efetiva. Este estudo

nao utilizou fibra éptica. A utilizacao da fibra éptica comeca a ser considerada devido a
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variacao da anatomia radicular externa e a ramificagdo do sistema de canais em sua
porcéo interna.

Kairalla (2006), comparou a redugao microbiana promovida pela PDT (A=660
nm, azul de metileno 0,01%, TPI= 5 min, P= 37,7 mW, movimentos helicoidais, 10x
28s) e laser de diodo de alta poténcia (P=3,5W, 5 x 10s, A=808 nm) . Este estudo in
vitro realizado com dentes humanos demonstrou efetiva reducdo microbiana para
ambos os métodos frente a bactéria Enterococcus faecalis. A autora cita que ambos
os métodos sdo considerados coadjuvantes a terapia endodéntica.

Rocha (2006), constatou significativa redu¢gao microbiana com o auxilio da PDT
intracanal. Técnica coadjuvante a terapia endodéntica convencional em pacientes que
apresentavam lesdao na regido periapical. (irradiagao realizada com movimentos
helicoidais, TPI= 5 min, corante com pasta de azuleno, t= 3 min, E= 1,8 J)

Garcez et al (2006) avaliaram a redugao microbiana intracanal do Enterococcus
faecalis utilizando a PDT (A= 685 nm, P= 50 mW, E= 9 J) . O corante de azuleno a
25% foi associado ao Endo-PTC e empregado com o tempo de pré-irradiagéo de 5
minutos e irradiado por 3 minutos com a técnica helicoidal. Os parametros utilizados
foram considerados efetivos na redugao do E.faecalis comparado ao uso do hipoclorito
de sadio a 0,5% durante 30 minutos.

Outro estudo realizado por Garcez et al (2006) comparou a técnica convecional
a PDT. Neste estudo 10 dentes foram infectados com Proteus mirabilis e
Pseudomonas aeruginosa, ambas bactérias bioluminecentes estaveis, e verificou-se
em tempo real a redugédo microbiana. (A= 660 nm, P= 40 mW, movimentos helicoidais,
10x 1 min, TPI= 10 min) Os autores também consideram a PDT como técnica

coadjuvante a terapia convencional).
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Bonsor et al (2006) avaliaram in vivo o efeito microbiolégico da PDT
comparando-a com a terapia convencional. (hipoclorito 2,25%, acido citrico 20%). A
PDT mostrou-se ser uma técnica auxiliar efetiva na redugdo microbiana. (TPI= 60 s,
azul de toluidina, t= 2 min, P= 100 mW).

Soukos et al (2006) avaliaram in vitro o efeito da PDT intracanal em biofilme de
E.faecalis. ( P= 10 mW, TPI= 5 min, A= 665 nm, azul de metileno, utilizacdo de fibra
com difusores cilindricos). Os autores consideram a PDT uma técnica eficiente na

redugao microbiana como coadjuvante a terapia convencional.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo das amostras

Foram selecionados 51 dentes unirradiculares doados de consultério particular,
que apresentavam rizogénese completa com apenas um canal, verificado
radiograficamente, e mantidos em solugdo para hidratagado (solugéo fisioldgica em
temperatura ambiente).

Os espécimes receberam tratamento de limpeza em toda superficie externa,
que constou de raspagem com curetas de periodontia e profilaxia com taga de
borracha montados em contra-angulo de baixa rotagao utilizando pedra pomes e agua.

O comprimento de trabalho (CT) foi estabelecido pela odontometria visual, com
auxilio de lima #10 tipo Kerr, ultrapassando o forame apical e subtraindo 1 mm do
comprimento obtido.

A porc¢ao radicular foi dividida em trés partes iguais por dois sulcos de 1 mm de
profundidade em toda a sua volta. Os apices foram vedados com resina composta
fotopolimerizavel (Z-250, cor A2, 3M®) e receberam duas camadas de esmalte de
unha (cor preta, Colorama®) em toda superficie externa, conforme mostram as figuras

1e?2.

Fig. 1. Dente unirradicular instrumentado. Fig. 2. Dente com verniz
Desgastes de 1 mm no sentido tranversal. preto na porgao radicular.
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O acesso a camara pulpar foi realizado com broca esférica diamantada 1013
(KGSorensen®) em alta rotacdo e o preparo quimico cirtrgico (PQC) pela técnica da
ampliagéo progressiva (TAP), segundo Noboro Imura e Mario Zuolo (1998). Utilizaram-
se brocas tipo Gates-glidden numero 2 e 3, brocas tipo largo numero 2 até a regido de
terco médio e instrumentagdo com limas de primeira e segunda série (Maillefer®). O
preparo apical foi realizado com lima 40. A substancia quimica auxiliar utilizada foi
hipoclorito de sédio a 2,5%, cinco-mL a cada troca de instrumento.

Ap6s o PQC todos os canais foram irrigados com 10 mL de EDTA-T 17%
(farmacia de manipulagdo- Formula e Acdo®), dez-mL de tiossulfato de sddio 5%
(farmacia de manipulagdo- Férmula e A¢ao®) (Gomes et al, 2003), e 10 mL de soro
fisioloégico.

Com o auxilio de silicona de condensacdo pesada (zetaplus®-Zhemack, Rovigo,
Italia) os espécimes foram fixos em eppendorfs e esterilizados em autoclave a 121°C
por 20 min. O comprimento de trabalho (CT) de cada espécime foi anotado na tampa

de cada eppendorf (figuras 3, 4 e 5).

Fig 3 Fig 4 Fig 5
Dente preparado e fixo em eppendorf- vista lateral (fig.3) e superior (fig.4); eppendorf embalado para

esterilizacao (fig.5).
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4.2. Preparo do inéculo e incubagao

O experimento microbioldgico foi desenvolvido no laboratério de microbiologia
oral do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&do Paulo (ICB) sob a
orientacado da Profa. Dra. Silvana Cai.

Os procedimentos a seguir foram realizados em camara de fluxo laminar.

A cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi inoculada em 20 mL de meio
de cultura EVA (Difco™ Bector, Dickinson and Company, USA) distribuidos em dois
tubos de ensaio e incubados em estufa a 37°C durante 10 h até o momento em que a
suspensao atingiu a concentragdo semelhante ao grau de turbidez 2 da escala de Mc
Farland (Bio Mérieux® SA- Marcy IEttoile, Franga) que corresponde a concentracéo
bacteriana de 6,0 x 10® ufc/mL (unidades formadoras de colénia por mililitro), conforme

mostra a figura 6.

Fig 6. Escala de Mc Farland #2 e suspenséo de E. faecalis.
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4.3 Inoculagao

Cinglenta e um espécimes foram inoculados com 20 pyL da suspenséao de E.
faecalis, colocados em eppendorfs e mantidos durante 14 dias em estufa a 37°C. O
meio de cultura EVA (Difco™ Bector, Dickinson and Company, USA) foi trocado a

cada 48 h (figura 7).

: i L I‘
& ¥ ; ¥ o S
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Fig 7. Eppendofs posicionados em caixas na posigao vertical

4.4 Irradiacao

Os dentes foram divididos em trés grupos, contendo 16 dentes cada. Os trés
dentes inoculados restantes formaram o grupo controle positivo.

Foi utilizado um laser de AsGaAl (MM Optics® Ltda.), A= 660 nm, emissao
vermelha e continua. Os dentes do grupo GH (técnica helicoidal) e o grupo GE
(estacionario) foram irradiados com o auxilio de uma fibra 6ptica acoplada a ponta da

caneta do laser (fibra optica plastica, 55 mm de comprimento, didmetro de 0,3 mm) e
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os do grupo GSF, sem fibra. A poténcia foi aferida, com e sem a fibra éptica acoplada,
com o auxilio de um medidor de poténcia (LaserchecK®, Coherent, EUA).

Os canais foram secos com cones de papéis esterilizados n°30 (endopoints®) e
preenchidos com corante azul de metileno 0,005% (farméacia de manipulagao- Férmula
e Agéo®) e apdés 2 minutos de tempo de pré-irradiagado (TPI) os espécimes foram
irradiados com durante 3 minutos. A poténcia utilizada foi de 15 mW. O quadro 1

resume o modelo experimental:

Grupo Helicoidal (GH): foi irradiado com o auxilio da fibra 6ptica, ® = 0,3mm,
realizando movimentos helicoidais sentido apico-cervical em toda a extensao da raiz,
durante 3 minutos com velocidade de 2 mm/s (Gutkneht et al, 1996).

Grupo Estacionario (GE): foi irradiado com o auxilio da fibra éptica, ®=0,3mm,
mantendo a ponta da fibra fixa por 1 minuto em cada tergo da raiz.

Grupo Sem Fibra (GSF): foi irradiado sem fibra 6ptica. A ponta da caneta que
emite o feixe laser foi mantida encostada na regidao coronaria, direcionando o feixe

para o interior do canal durante 3 minutos.

Quadro 1: Modelo experimental realizado neste estudo

Apo6s os procedimentos, os espécimes tiveram suas raizes clivadas em trés
partes com o auxilio de férceps para a avaliagio do numero de bactérias
remanescentes no interior dos canais.

As raizes foram divididas em porcao apical, média e cervical. Cada parte foi
colocada num eppendorf contendo 1 mL de agua peptonada estéril submetida a

agitacdo mecanica de 200 rpm por 30 s (vortex).
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Foram realizadas diluicdes seriadas nas concentracdes 107, 102 e 102

Aliquotas de 25 uL foram semeadas, em triplicata, em placa de Petri contendo o meio

de cultura m Enterococcus Agar (Difco™ Bector, Dickinson and Company, USA)). A

figura 8 ilustra o esquema de diluigdo e semeadura.

10° 107 102 103
N N K \/
= [l = [ LU= LU
N \_/ \_/ _/
ﬁ Tergo cervical
N N— K \/
WA= ==
_/ N \_/ )
Raiz dividadaX7 Tergo médio
em 3 partes —
N
Tergo apical

Esquema de diluigdo e semeuadura

Ogo ng
OSO OgO
Ofo?O 01%20

Diluigdes em triplicata 25uL

Fig 8. Esquema de diluicdo e semeadura.

Apds 24 h de incubagao das placas em estufa a 37°C, foi realizada a coleta de

dados. A figura 9 mostra colénias de E.faecalis em placa de Petri.
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Fig 9. Col6nias de E.faecalis em placa de Petri.

Os dados obtidos foram tabelados e analisados estatisticamente segundo teste
Anova. Foi computada primeiramente, a média dos dados obtidos em ftriplicata. A
média para cada tergo radicular foi entdo calculada para as 16 amostras dos trés
grupos analisados (GH, GE e GSF). A comparagédo das médias foi feita pelo teste de
Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p <

0,05.
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5. RESULTADOS

Quatorze dias apos a inoculagdo dos espécimes, os trés dentes do grupo
controle positivo (um para cada grupo experimental) mostrou abundante crescimento
bacteriano, da ordem de 108 ufc/mL.

A terapia fotodinAmica mostrou-se efetiva para reducdo do numero de células
viaveis de E. faecalis. Houve diminuicdo de 2 logs de ufc/mL apds a irradiagao,
independente da técnica utilizada. Ressaltando, inicialmente havia 100 milhdes ufc/mL
e finalizou em 1 milhdo de ufc/mL, houve uma redugao aproximada de 99 milhdes de
ufc/mL. Deste modo, a concentracédo de 0,005% de azul de metileno associada a
emissdo de 660 nm da fonte de luz utilizada promoveu a efetividade da terapia
empregada.

5.1- Técnica helicoidal

Y GH
10" 5

N\ § \
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ufc/mL
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Figura 10. Quantidade das ufc/mL nos tergos cervical, médio e apical, apds irradiagéo utilizando a

técnica helicoidal.
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A figura 10 mostra o valor absoluto da redugdo de E. faecalis para GH.
Observa-se que com a técnica helicoidal, houve maior redugcédo bacteriana no tergo
meédio quando comparado aos tercos apical e cervical, que apresentaram semelhante

valor de reducéo.

5.2 Técnica estacionaria

Y GE
10" 5

1063

104—:

.
N

Apical Médio Cervical

Figura 11. Quantidade das ufc/mL nos tergos cervical, médio e apical, apds irradiagéo utilizando a

técnica estacionaria.

Avaliando a técnica estacionaria, houve maior reducido microbiana no terco
cervical, enquanto os tercos médio e apical apresentaram valores proximos de

reducéo (figura 11).



5.3- Técnica Sem Fibra
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Figura 12. Quantidade das ufc/mL nos tergos cervical, médio e apical, apds irradiagao utilizando a

técnica sem fibral.

Sem a utilizagéo da fibra 6ptica, houve semelhante redugéo microbiana nos trés

terco radiculares (figura 12).

O quadro 2 e a figura 13 resumem os resultados obtidos.

(x10¢) | DAGGGUGE BE | Médioymp| DF DN &€ $2W
GH 1,44 0,90 0,75 0,95 1,66 1,42
GE 0,63 0,64 1,49 1,39 137 1,09

GSF 1.92 1,09 1.5 1,02 1,85 2

Quadro 2. Médias e desvios padréo obtidos dos tercos cervicais (CE),

médios (MD) e apicais (AP) para os trés grupos estudados.
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I Terco cervical
, [ Terco médio
103 I Terco apical

ufc/mL

GH GE GSF

Fig 13. Médias+DP dos tercos cervicais, médios e apicais para GH, GE e GSF.

Observa-se do quadro 2 e da figura 13, que comparando-se as técnicas de
irradiacdo investigadas, nota-se que para o terco cervical e apical, a redugio
bacteriana € maior no grupo GE. Para o tergo médio, a maior reducgao foi obtida para
GH.

Apds a analise estatistica inferencial, obteve-se que, independente da técnica
de irradiagao utilizada, ndo ha diferencga estatistica significante na redugéo de células
viaveis de E. faecalis entre os tergos apicais e médios. Entretanto, na regido do tergo
cervical, houve reducdo de E. faecalis estatisticamente significante no grupo GE

comparado aos grupos GH e GSF.
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6 DISCUSSAO

A sanificacdo do sistema de canais radiculares é o principal obstaculo para o
sucesso da terapia endoddntica. Devido a anatomia radicular apresentar abundante
ramificacdo, promovem um ambiente favoravel ao acumulo de bactérias, limitando o
acesso do instrumento endodéntico.

Para suprir tal deficiéncia, utilizamos substancias quimicas auxiliares para
promevem degradacao celular e alteragdo da dentina radicular. A substancia quimica
auxiliar de escolha foi o hipoclorito de sodio a 2,5% devido a sua agao antimicrobiana
comprovada na literatura (Imura & Zuolo, 1998). Apresenta alta agdo antimicrobiana
com reduzido dano aos tecidos periodontais. (Berber et al, 2006). O EDTA-T 17%
também foi utilizado para promover o aumento dos tubulos dentinarios, devido sua
acao quelante, favorecendo o acesso de outras substancias ao sistema de canais.

O ponto critico da técnica endodontica convencional, podemos afirmar
seguramente, € a permanéncia de microorganismos viaveis no interior dos canais
radiculares que ndo conseguimos remover com os procedimentos padrdes.

A microbiota endoddntica € polimicrobiana e dindmica (Sundqvist; 1998; Love,
2001). Dente as espécies encontradas em retratamentos endoddnticos em caso de
lesdo periapical refrataria, o E.faecalis apresenta-se em destaque devido sua
viruléncia e capacidade de recolonizagdo. O Enterococcus faecalis € Gram positivo
anaerobio facultativo, encontrado na microflora do trato intestinal humano. Desde
1959, vem recebendo atengao pelos pesquisadores de microbiologia oral devido sua
prevaléncia em retratamentos endodénticos ( Winkler et al, 1959). Estudos sugerem

que E.faecalis sédo resisténtes a ambientes basicos, propiciados pelo hidréxido de
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calcio, principal medicacdo intracanal, e acidos, ambientes resultantes da presenca de
carie (Nakajo et al, 2006).

De acordo com Molander et al, 1998, bactérias anaerdbias facultativas podem
sobreviver por longo periodo de tempo em baixa atividade metabdlica ou em
condicdes que alterem o status nutricional e contruibuam para o crescimento
bacteriano.

O Enterococus faecalis possui a capacidade de sobreviver em ambientes de
nutriente escasso e de baixo comensalismo (Sundqvist; 1998)., Nos retratamentos
endodénticos, o fator de viruléncia do E.faecalis foi relacionado a capacidade deste
microorganismo em penetrar em tubulos dentinarios e aderir ao colageno na presenca
de sérum humano (Love,2001).

Devido a anatomia dos canais e a viruléncia dos microorganismos que
colonizam os condutos radiculares, a Terapia Fotodindmica esta sendo considerada
como possivel coadjuvante ao tratamento endoddntico convencional.

A PDT utiliza uma fonte de luz de baixa intensidade que irradia um corante
previamente depositado no local. Esses corantes devem possuir caracteristicas para
absorver a luz laser e entdo promover reagbes quimicas nas células coradas. Os
corantes fotossensiveis produzem espécies de oxigénio que sdo citotoxicos quando
irradiados com laser do comprimento de onda ressonantes a sua cor. A energia
absorvida pelo corante promove excitagdo de suas moléculas e quando estas
retornam ao seu estado fundamental, o féton emitido pelo corante ao ambiente
promove reacdes oxidativas que sao toxicas as células, assim, promovendo a morte
celular. Para a eficacia da PDT devemos considerar o comprimento de onda, a
absorbancia do fotosensibilizador, a energia, a intensidade e o tempo de exposi¢géo da

luz. (Garcez et al, 2006)
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Neste estudo, utilizamos o azul de metileno a 0,005% como cromadforo
absorvedor de energia. Estudos prévios utilizaram diferentes tipos de corantes, com
azul de toluidina ( Silbert et al, 2000), azuleno (Garcez, 2006) e até mesmo o azul de
metileno em maior concentragdo (Wainwright, 1998; Dobson e Wilson, 1992). A fonte
emissora produz laser com comprimento de onde de 660 nm, que é melhor absorvido
pelo mondbmero do azul de metileno na concentragdo de 0,005%. A menor
concentracao do corante utilizado neste estudo mostrou-se efetivo para a reducao
microbiana e diminui o risco do manchamento do elemento dental. O tempo de pré-
irradiagdo também foi reduzido a 3 minutos favorecendo seu uso clinico, sem
comprometer a redu¢gdo microbiana.

A injuria térmica é o fator limitante dos lasers de alta poténcia, devido aos
danos promovidos nos tecidos duros e moles da cavidade oral. Deve-se considerar
favoravel a PDT a auséncia de aumento de temperatura quando utilizamos o laser de
baixa poténcia. Trabalhando com poténcia de até 1W, n&o existe risco de dano aos
tecidos dentais e periodontais, tornando mais seguro seu uso in vivo.(Kairalla, 2006)

Outra vantagem do uso da PDT é a imediata redugéo microbiana em relagédo ao
uso de agentes antimicrobianos locais. Com o uso de antibidticos, as bactérias podem
desenvolver resisténcia a medicagédo e limitar a redugdo microbiana. (Wilson et al.,
1995).

O tempo de incubacédo dos espécimes foi de 14 dias para favorecermos a
infiltracao das bactérias nos tubulos dentinarios, ndo apenas no canal principal da raiz.

O laser hand (MMOptics) foi selecionado para este estudo por apresentar
comprimento de onde na faixa do 660 nm, ser de facil manuseio para acoplar a fibra

Optica, facil tranporte e baixo custo.



36

A utilizacado da fibra optica foi considerado desnecessaria segundo resultados
obtidos neste trabalho. Nao houve diferenga estatistica significante entre a redugao de
células viaveis no tergo apical, considerada como o ter¢o mais critico devido a grande
ramificacdo dos canais, delta apical e regiao de contaminagao externa da raiz.

A técnica de movimentos helicoidais obteve melhor resultado no terco médio e
a técnica estatica nos tergos cervicais e apicais.

Ma devemos considerar a variagdo do comprimento radicular dos espécimes,
sendo que o tempo de irradiagéo foi fixo para todas as amostras e a energia entregue
varia conforme a area irradiada; apesar da porgao radicular ser dividida em trés partes
iguais, a area interna varia intre si. Assim, aumentando o volume do corante
depositado, a regido cervical acomodava mais corante que a regido apical. Portanto,
faz-se necessario outros trabalhos para estabelecer um protocoloclinico seguro,
visando minimizar o numero de variaveis proposto num estudo experimental.

E importante salientar que a PDT é um excelente coadjuvante & terapia
endoddntica em uUnica ou multiplas sessdes. Podemos realiza-la apés o PQC ou na

sessao antes da obturacido dos canais, favorecendo a reducao microbiana.
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7 CONCLUSOES

Dentro dos parametros utilizados neste estudo, pode-se concluir que:

e A terapia fotodinamica foi efetiva para promover reducédo de Enterococcus
faecalis intracanal;

e Independente das técnicas de irradiacao utilizadas (helicoidal, estacionaria e
sem fibra Optica), houve efetiva redugao bacteriana nos tergos cervical,

meédio e apical do sistema de canais radiculares.
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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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