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ESTUDO DA REDUGAO MICROBIANA INTRACANAL UTILIZANDO
LASER DE BAIXA POTENCIA ASSOCIADO A FOTOSSENSIBILIZADOR
E LASER DE ALTA POTENCIA

Eleni Cristina Kairalla

RESUMO

O alto indice de insucesso do tratamento endodéntico em dentes com polpa
necrotica esta diretamente relacionado com a infeccao intracanal. Nesta situagao,
o microrganismo predominantemente encontrado é a bactéria Enterococcus
faecalis. A desinfeccdo do sistema de canais radiculares com uso dos lasers
ocorre por desnaturacdo da bactéria pelo aumento de temperatura ou pelo efeito
da terapia fotodindmica (PDT), promovendo a morte da célula alvo. Este estudo
teve por objetivos comparar a redugao bacteriana intracanal utilizando laser de
baixa poténcia associado a fotossensibilizador (PDT) e laser de alta poténcia, e
analisar a morfologia da dentina irradiada. Vinte e oito dentes humanos
unirradiculares, sem coroa, foram instrumentados, esterilizados, divididos em dois
grupos e contaminados com suspensao de E. faecalis. Apés 7 dias, os espécimes
dos grupos controle (GCI ; GCIl) foram preparados para contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC/mL). No Gl (PDT) os espécimes tiveram o canal
preenchido com o corante azul de metileno 0,01% e foram irradiados com laser de
baixa poténcia (P=37,7mW). No GlI, os espécimes foram irradiados com laser de
alta poténcia (P=2,27W). Imediatamente apds a aplicagdo da irradiagdo os
espécimes (Gl e Gll) foram preparados para contagem de UFC/mL. A redugéo
microbiana intracanal foi de 91,9% nos espécimes do Gl e de 91,6% nos do GllI,
nao apresentando diferenga estatistica significante entre os protocolos estudados.
Nos espécimes do Gll a dentina irradiada apresentou alteragdes morfolégicas na
superficie periférica dos tubulos dentinarios, sendo observada uma forma
arredondada com angulo atenuado. Alteracbes morfolégicas nao foram

observadas na superficie da dentina irradiada dos espécimes do Gl (PDT).



STUDY OF THE INTRACANAL MICROBIAL REDUCTION USING A LOW-
POWER LASER COMBINED WITH A PHOTOSENSITIZER AND A HIGH-
POWER LASER

Eleni Cristina Kairalla

ABSTRACT

The high rate failure of endodontic treatment of teeth with necrotic pulps is
directly related with a intracanal infection. In this situation, the major micro-
organism found is the bacterium Enterococcus faecalis. The disinfection of the
radicular canal system using lasers happens through bacterial denaturation
through a raise in temperature or through photodynamic therapy effect (PDT),
promoting the death of the targeted cell. These study aimed to compare the
intracanal microbial reduction using a low-power laser combined with a
photosentitizer (PDT) and a high-power laser and to analyze the morphology of
the irradiated dentin. Twenty-eight single-rooted human teeth, without crown, were
instrumentated, sterilized, divided in two groups, and inoculated with an E. faecalis
suspension. After 7 days, 4 samples from each group were prepared for colony
forming unit counting (UFC/mL), control group - GCI and GCIl, and 10 samples
(Gl) had the canal filled with a 0.01% methylene blue dye solution and were
irradiated with a low-power laser (P=37.7mW); the GlII's 10 samples were
irradiated with a high-power laser (P=2.27W). Imediately after the aplication of the
irradiation, the samples (Gl and GIl) were prepared for UFC/mL counting. Both
procedures produced intracanal microbial reduction, presenting a 91.9% in the Gl
and 91.6% in the Gll. Not significant statistical differences between the protocols
studied. The radiated dentin in the samples of Gll presented morphologic changes
on the border superfice of dentin tubuli, being observed a rounded form with
reduced angle. In the samples radiated with a low-power laser (Gl), it wasn’t

observed any morphologic change.
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1 INTRODUGAO

A Odontologia como Ciéncia e pratica clinica envolve varias areas, dentre
elas, a endodontia, que tem como campo de ag¢ao o estudo clinico-patolégico das
alteragdes da polpa dental e do peridpice, na qual as atitudes de diagnéstico e
operacional (cirurgia de acesso, esvaziamento, preparo, desinfeccdo e obturagao)
visam propor uma terapia ao sistema de canais radiculares com o objetivo de
alcancar o processo de cura, permitindo que o dente retorne as suas fungdes de
mastigacao, fonacao e estética.

Investigagdes atuais relatam que o indice de insucesso dos retratamentos,
nos casos de polpa necrética com lesbes periapicais, esta relacionado com
eventuais falhas durante a execucédo da terapia endodéntica, e principalmente
com o nao efetivo controle e prevencao da infeccdo microbiana intracanal.

A propria anatomia do sistema de canais radiculares desfavorece a
eliminagdo desta microbiota devido a presenca de canais secundarios, canais
acessorios, deltas apicais e uma parede interna cuja superficie € formada pela
entrada dos tubulos dentinarios, o que limita a acdo mecanica das limas, a acao
quimica das substancias auxiliares e favorece o alojamento de microrganismos.

Observa-se também que as caracteristicas de anaerobiose de algumas
bactérias e a alta resisténcia as substancias irrigadoras, a medicagao intracanal e
a medicacdo sistémica as tornam capazes de sobreviver mesmo apds uma
obturacdo radicular adequada, propiciando o aparecimento de infeccdes
refratarias.

A bactéria Enterococcus faecalis € o microrganismo predominantemente
encontrado em lesbes periapicais refratarias e que apresenta resisténcia a
diversos antimicrobianos empregados no tratamento endodontico e também a
administragao sistémica de alguns antibioticos.

Em vista da dificuldade encontrada na desinfeccdo de canais,
principalmente no tergo apical, pelos tratamentos tradicionalmente realizados,

justifica-se a procura por métodos mais eficazes.



A tecnologia laser vem, nas ultimas décadas, ganhando espago na area
médico-odontoldgica, ndo para substituir, mas sim para oferecer alternativas tanto
no diagndstico, na prevengado, quanto na aplicagao de protocolos de tratamento.

Na endodontia, o laser tem demonstrado capacidade de eliminacdo da
camada de detritos e de vedacgao dos tubulos dentinarios, vaporizacdo do tecido
pulpar, alteracdo da permeabilidade dentinaria e promogao da desinfeccdo do
canal através de uma acao bactericida.

Os lasers de alta poténcia (Er:-YAG, Er,Cr:-YSGG, Nd:YAG, Ho:YAG e
diodo) sdo os mais comumente empregados, no entanto, o aumento de
temperatura, inerente ao processo, torna o procedimento criterioso devido a
possibilidade de causar injuria aos tecidos adjacentes. Ja os lasers de diodo de
baixa poténcia requerem uma tecnologia menos complexa além de se
apresentarem mais compactos, favorecendo seu uso na pratica clinica.

Os lasers produzem luz monocromatica, com comprimento de onda
definido, o que os torna altamente seletivos a fotossensibilizadores. Quando o
corante absorve a energia desta luz produz substancias altamente reativas,
promovendo redu¢ao microbiana por causar danos ao microrganismo levando a
morte celular. Este mecanismo €& conhecido como terapia fotodinamica
(Photodynamic therapy — PDT).

Este estudo propds-se a avaliar a reducdo microbiana intracanal, frente a
bactéria E. faecalis, promovida pela PDT e por um laser de alta poténcia e

analisar a superficie da parede interna do canal radicular apés a irradiagao.



2 OBJETIVOS

O estudo teve como proposta experimental comparar in vitro:

- a reducao microbiana obtida pela agdo de um laser de diodo de baixa
poténcia empregando a terapia fotodinamica (fotossensibilizador associado a um
laser de baixa poténcia - PDT) e um laser de diodo de alta poténcia, em canais

radiculares contaminados com Enterococcus faecalis.

- a alteragdo morfolégica, em microscopia eletrbnica de varredura, da

superficie interna do canal apds irradiacdo com laser de alta poténcia e PDT.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Endodontia

O o6rgao dentario esta diretamente relacionado a agao morfofuncional do
sistema mastigatério, uma vez que interage anatbmica e fisiologicamente na
dinamica do aparelho digestivo. Desta forma, a presenca de inflamacao pulpar
(pulpite) ou de uma leséo periapical propicia um quadro de disfungdo do elemento

dentario que a terapia endodoéntica visa restabelecer.

Antony Von Leewenhock (1697) foi o primeiro autor a descrever a presenca
de microrganismos no interior do canal radicular bem como a existéncia dos

tubulos dentinarios (apud: Leonardo, 1991)

Oguntebi (1994) realizou uma revisao da literatura quanto a infecgdo dos
tubulos dentinarios em relagdo a terapia endodéntica. Ressaltou que os tubulos
dentinarios possuem um micro-ambiente que favorece o desenvolvimento de
microrganismos anaerobios, pois agem como reservatdério e propiciam a
recolonizagdo do canal radicular. Os estudos demonstravam que o preparo
quimico cirurgico (PQC) nao era efetivo na eliminagdo da microbiota do sistema

de canais radiculares.

Sundqyvist et al. (1998) relataram que, no tratamento de polpa necrética em
dentes desvitalizados com lesbes periapicais e em retratamentos, o indice de
sucesso da reintervencdo nao ultrapassa 74%. Atribuiram esse resultado

desfavoravel a eventuais falhas durante a execucéo da terapia endoddntica e ao

nao efetivo controle e prevencéo da infeccdo microbiana intracanal.

Para Eduardo e Gouw-Soares (2001) a presenga de microrganismos no

sistema de canais radiculares apdés a instrumentacdo estad relacionada a



capacidade limitada que o tratamento convencional apresenta em elimina-los,
sendo que a eficiéncia em remové-los esta diretamente relacionada ao acesso e
preparo de todas as paredes do canal radicular, o que muitas vezes nao é

possivel diante da complexidade da anatomia dental.

Lana et al. (2001) analisaram microbiologicamente 31 dentes portadores de
infeccdo endodéntica, antes e apds a instrumentacdo do canal radicular.
Microbiota diversificada foi isolada em 81,7% dos casos, sendo que bactérias
anaerdbias estritas estavam em 88,9% da coletas iniciais, desaparecendo apdés o
tratamento instituido. Concluiram que o tratamento endodéntico reduziu a

populagdo microbiana intracanal, mas nao o suficiente para impedir a

recolonizagao do canal devido a permanéncia de microrganismos viaveis.

3.2 Microbiota intracanal

Shovelton (1964) estudou a presencga e distribuicdo de microrganismos em
dentes nao vitais. Observou que de 97 dentes diagnosticados clinicamente como
portadores de polpa necrosada, 79 apresentavam microrganismos no interior dos
canais radiculares. Concluiu, a partir do histérico clinico e de estudos histologicos,
que a invasdo bacteriana nos tubulos dentinarios era tanto mais severa quanto

mais crénico o processo.

Sundqvist (1976) realizou estudo em dentes anteriores integros
traumatizados que apresentavam polpa mortificada. Dos 32 dentes avaliados
radiograficamente, 19 apresentavam leséo periapical. Com o uso de técnicas de
anaerobiose para coleta, transporte e cultivo, microrganismos foram isolados em
18 dos 19 dentes, com média de seis espécies por canal, onde 90% eram
anaerdbios estritos. Nos 13 dentes que nao apresentavam lesao periapical

nenhum microrganismo foi isolado.

Haapasalo e Orstavik (1987) constataram que bactérias viaveis podem
recolonizar o sistema de canais radiculares mesmo apés a realizacdo de um PQC
adequado, podendo ocorrer uma invasdo eficiente da dentina tubular por

Enterococcus faecalis.



Em 1990, Nair et al. analisaram 9 dentes assintomaticos com lesao
periapical persistente e apicectomizados, sob microscopia eletronica de varredura
e eletrbnica de transmissdo. Em 6 dentes foram detectados fungos e bactérias
Gram-positivas na porcado apical interna do canal, o que permitiu concluir que
microrganismos persistiram a terapia endodéntica e estavam contribuindo para o

insucesso do tratamento.

Em 1992, Sundqvist estudou 65 dentes humanos com polpa necrética e
lesdo periapical, com o objetivo de caracterizar a microbiota intracanal em razao
de sua frequéncia e associag¢des. Observou contaminagao em todos os canais e
presenga de uma microbiota caracteristica (90% eram bactérias anaerdbias) que

apresentavam desenvolvimento de inter-relagdes entre espécies.

Siqueira Jr. & Uzeda (1996) concluiram que o E. faecalis é uma bactéria
que apresenta resisténcia a diversos antimicrobianos empregados no tratamento
endodéntico, como o hidréxido de calcio, o paramonoclorofenol canforado, a

clorexidina e o hipoclorito de sédio.

Gomes, Lilley & Drucker (1996) estudaram a susceptibilidade da microbiota
intracanal de 42 canais radiculares antes e apds a realizagao do PQC, variando o
intervalo de 7 a 10 dias sem uso de medicacao intracanal. Observaram a
existéncia de 51 espécies diferentes na coleta inicial e de 40 espécies na segunda
coleta, sendo que os anaerdbios estritos foram os mais sensiveis. Observaram
um predominio de Gram-positivos, especialmente o E. faecalis. Concluiram que a
microbiota intracanal foi susceptivel frente ao PQC, porém em diferentes graus,

com diferenga de resisténcia entre as cepas.

Em 1997, Siren et al. estudaram a ocorréncia de bactérias entéricas
facultativas em canais infectados em relacdo aos procedimentos clinicos do
tratamento endodontico. A bactéria mais comumente isolada foi E. faecalis, sendo
que a maior incidéncia ocorreu nos casos de reintervencdo endoddntica quando
em comparacado aos casos de tratamento inicial. Os autores concluiram que a
realizacdo de tratamento endodbéntico com multiplas sessbes, selamento
inadequado e situacdes de reintervencao aumentam a possibilidade de ocorréncia

de bactérias oportunistas no interior do sistema de canais radiculares.



Sjogren et al. (1997) avaliaram a influéncia da infecgdo no momento da
obturagao do canal radicular quanto ao progndstico do caso. Foram selecionados
55 dentes unirradiculares com necrose pulpar e presenca de lesido periapical, com
camara pulpar intacta. Coletas microbiolégicas foram realizadas antes da
instrumentagdo dos canais, onde em 100% dos casos havia presenca de
microrganismos. Apés a realizagao do PQC foram isoladas bactérias em 40% dos
casos, dentre elas o E. faecalis. Realizado controle clinico radiografico de 5 anos,
observou-se um indice de cura de 94% quando as culturas foram negativas no
momento da obturacdo do canal. Porém, quando as culturas foram positivas nesta
mesma etapa, o sucesso so6 atingiu 68% dos casos. Em razéo destes resultados
0s autores sugeriram que a obturagdo do canal radicular, em dentes necrosados
com presenga de lesao periapical, deveria ser realizada apdés PQC e medicacao

intracanal antimicrobiana, portanto, em mais de uma sessao.

Murray et al. (1998) descreveram o E. faecalis como sendo um
microrganismo que apresenta capacidade de aderéncia as células epiteliais do
hospedeiro e facilidade de troca através da membrana plasmatica. Ao secretar
citolisin (proteina que inibe o crescimento de outras bactérias Gram-positivas)
favorece sua colonizagdo e promove dano tecidual. Também produz gelatinase
que possibilita hidrolisar colageno, hemoglobina e outros peptideos pequenos, o
que o torna resistente a antibidticos que possuam aminoglicosideos, beta-

lactideos e vancomicina.

Peciuliene et al. (2000) investigaram a presenca de E. faecalis em canais
radiculares cujos tratamentos endodoénticos ndo obtiveram sucesso. O
retratamento realizado em 25 dentes apresentou, nas amostras microbioldgicas
iniciais, bactérias isoladas em 20 casos, sendo que o E. faecalis estava presente
em 70% deles. Na coleta realizada apés o PQC, bactérias foram isoladas em 7
casos. Relataram que a intervencdo endoddntica, por promover o contato de
produtos inibidores do metabolismo bacteriano com a microbiota, altera o
crescimento bacteriano por limitar o substrato e desta forma interfere
drasticamente nas interagdes bacterianas. No momento da cirurgia de acesso,
quando o canal é aberto, ocorre quebra da anaerobiose, eliminando grande parte
das cepas bacterianas e do substrato. No entanto, apdés o selamento, com

curativo entre as sessdes, a anaerobiose é restabelecida e o influxo do fluido



tecidual propicia um ambiente favoravel a recolonizagao bacteriana. As bactérias
anaerobias sobreviventes proliferam se uma medicacdo intracanal nao for
empregada. Concluiram que no desenvolvimento da infecgdo, onde ha um
predominio de bactérias anaerdbias, ocorre estabelecimento de interacdes
susceptiveis ao tratamento instituido, o que significa que o sistema de canais
radiculares deveria ser completamente limpo na primeira sessdao, onde as
bactérias estdo particularmente vulneraveis a erradicagdo por serem sensiveis
aos disturbios de sua proépria ecologia. Concluiram também que a bactéria E.
faecalis foi 0 microrganismo predominante nos casos de insucesso endodéntico e
afirmaram que a eliminagao da flora microbiana dos canais radiculares € a chave

para o sucesso no tratamento endodéntico das periodontites apicais.

Observa-se também um aumento da resisténcia microbiana a
administragcdo sistémica de antibidticos. Dahlén et al. (2000) testaram a
susceptibilidade de cepas de enterococos presentes em amostras de canais
radiculares coletados apds a realizagdo do PQC e medicagao intracanal entre
sessdes. Foram avaliadas 29 amostras, das quais 79,3% apresentavam cultura
pura de enterococos. Relataram que as 26 amostras de Enterococcus faecalis e
as 3 amostras de Enterococcus faecium encontradas foram sensiveis a
vancomicina e a eritromicina, porém resistentes aos demais agentes testados.
Concluiram que a sensibilidade reduzida dos enterococos a agentes
antimicrobianos pode ocasionar sua selecdo no interior do sistema de canais

radiculares e contribuir significantemente para o insucesso da terapia instituida.

Love (2001) observou que pode haver re-infeccdo do canal radicular
quando células bacterianas viaveis resistem ao PQC, pois estas sao capazes de
se adaptar ao suplemento de reserva de nutrientes e crescer dentro dos tubulos.
Os enterococos, além de possuirem esse fator de viruléncia (Que assegura sua
sobrevivéncia) sdo ainda capazes de competir com outras espécies bacterianas.
Concluiu que o E. faecalis € o microrganismo responsavel por 90% das infecgbes
enterocdécicas humanas sendo dominante e comumente o unico a ser recuperado

em canais obturados.



Zouain & Araj (2001) relataram que o E. faecalis vem se tornando
resistente a eritromicina, ampicilina, tetraciclina, clindamicina, metronidazol e

benzilpenicilina.

Chavez de Paz et al. (2003) estudaram a microbiota resistente ao
tratamento endodbéntico em dentes que apresentavam periodontite apical.
Realizaram acompanhamento microbioldgico, durante 10 meses, em 200 dentes
em tratamento endodontico. Apdés PQC e medicagao intracanal antimicrobiana,
anaerdbios facultativos Gram-positivos foram detectados, mas bactérias Gram-
negativas s6 foram isoladas em menos de 20% dos casos. A prevaléncia dos
Gram-positivos em relagao aos Gram-negativos, segundo os autores, deve-se a
estrutura da parede celular, secre¢des de produtos metabdlicos e da resisténcia

medicamentosa adquirida por eles.

Pinheiro et al. (2003) avaliaram a presenga de microrganismos em 30
dentes com tratamento endoddntico realizado ha mais de 4 anos que
apresentavam lesao apical. Foram isoladas 55 espécies bacterianas, sendo 80%
Gram-positivas e 58% anaerdbios facultativos. E. faecalis foi a espécie mais
frequentemente isolada (45,8%) e mostrou-se resistente ao emprego de
eritromicina e azitromicina quanto aos testes de susceptibilidade antibidtica.
Concluiram que, nos casos de insucesso endoddntico com presenca de leséo
periapical, a microbiota intracanal €& predominantemente Gram-positiva,

representada pelo E. faecalis.

Ferrari (2005) detectou espécies de enterococos, enterobactérias e
leveduras em dentes portadores de infeccdo endoddntica. Foram estudados
microbiologicamente 25 dentes em varias etapas da terapia endodéntica. Antes
do PQC foi realizada coleta inicial onde se puderam observar microrganismos em
92% dos canais. Apos 7 dias foi realizada nova coleta, observou-se que no grupo
em que nao foi empregada medicagdo intracanal houve recolonizagdo em 100%
dos casos, sendo 52% representados pelos microrganismos oportunistas e no
grupo em que houve emprego de medicacéao intracanal PRP (paramonoclorofenol,
polietilenoglicol 400 e rinossoro) leveduras e entéricos nao foram mais
detectados, sendo isolados enterococos, (E. faecalis e E. faecium). Concluiu que

os enterococos foram os mais resistentes a terapia instituida.
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3.3 Lasers em odontologia

LASER, acrénimo de “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” (Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiagéo)
caracteriza-se por ser um sistema fundamentado na amplificagdo da luz. Sua
base fisica esta na interagao entre os fétons (onda eletromagnética) e os elétrons

da camada externa do atomo.

Em 1905, Einstein formulou a hipdtese sobre os quanta da luz; os
postulados de Bohr sobre as transigbes dos elétrons surgiram em 1913; Gould
(1957) estabeleceu as bases tedricas do bombeamento éptico do laser e, em
1961, Maiman obteve efeito com o laser de rubi sendo neste ano a primeira
aplicacdo laser — na area da oftalmologia para realizar uma fotocoagulagéo
(apud: Gutknecht & Eduardo, 2004).

Desde entdo a tecnologia laser vem sendo amplamente estudada e
desenvolvida no que se refere a interacdo da luz com os tecidos, cujos efeitos e
aplicagdes terapéuticas estdo diretamente relacionados a energia que os fotons

transferem ao tecido alvo durante os processos de absorcao / espalhamento.

Diante do desenvolvimento de equipamentos com comprimentos de onda
diferentes, diversificou-se a aplicacdo dos lasers no tecido dental e tecidos

adjacentes.

Gutknecht et al. (1996a) empregando 40 dentes com canais preparados
endodonticamente e infectados com E. faecalis, em estudo in vitro, obtiveram
reducédo média de 99,91% da populagao bacteriana apds irradiagdo com laser de
Nd:YAG. Sugeriram que o efeito bactericida alcangado neste estudo poderia ser
obtido também em casos clinicos. Destacaram que a tecnologia laser € um
instrumento cujos efeitos representam um progresso decisivo na eficiéncia do

tratamento conservador.

Gutknecht et al. (1996b) preconizaram a técnica de irradiacdo laser
intracanal em movimento helicoidal no sentido apico-cervical, com velocidade

aproximada de 2mm/s, promovendo desta forma uma varredura nas paredes
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dentinarias, pois consideraram que a contaminagdao microbiana esta presente em

todo o canal.

Moritz et al. (1997a) empregando um laser de diodo de 810nm estudaram,
in vitro, a redugdo bacteriana em 44 canais radiculares. Os dentes foram
preparados, esterilizados, inoculados com Escherichia coli e E. faecalis e
irradiados por 5 vezes durante 5 segundos com o parametro de 4W e taxa de
pulso de 10ms. Apds a aplicacdo da irradiagcdo laser, nenhum crescimento
bacteriano foi observado. Uma avaliagdo por espectroscopio de infravermelho
registrou que o aumento de temperatura na superficie radicular ndo ultrapassou
6°C, sendo que a irradiacdo foi realizada em movimentos circulares. Os testes de
penetracdo de corante e o exame de microscopia eletrbnica de varredura
revelaram completo fechamento dos tubulos dentinarios nas paredes irradiadas.
Os autores compararam o grau de redugao microbiana obtidos neste estudo aos
obtidos com laser de Nd:YAG.

Moritz et al. (1997b) em estudo in vivo com 40 pacientes que
apresentavam canais unirradiculares infectados, em associacido ao tratamento
endodoéntico, realizaram irradiagao utilizando laser de diodo de 810nm em 4
sessbes com os seguintes parametros: poténcia: 2W; freqténcia: 50Hz; modo:
pulsado; entregue por fibra 6ptica de didmetro () 400um, em 5 aplicagdes de 5
segundos com um breve intervalo entre elas. Os resultados foram obtidos por
analise microbiologica. Concluiram que, comparando os casos onde houve
irradiagdo com os casos do grupo controle (tratados com a técnica convencional),
o laser de diodo de alta poténcia mostrou um elevado grau de redugao bacteriana

intracanal.

Lage-Marques & Eduardo (1998) descreveram o laser de diodo de baixa
poténcia GaAlAs como sendo um equipamento pratico e de grande valia na
clinica endodéntica quando empregado como coadjuvante de técnicas aplicadas
com conhecimento e habilidade. Devido a praticidade proporcionada pelo sistema
de transmissdo e vantagens geradas pela facilidade de aquisigéo, projeto, baixo
custo e obtengdo de bons resultados, segundo os autores, € este aparelho o de

maior utilizagdo na clinica odontolégica.
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Radaelli (2002) avaliou a reducao bacteriana de E. faecalis por meio da
irradiacao intracanal com laser de diodo (A = 830nm) utilizando poténcias de 2,5 e
3W, operando em modo continuo com fibra éptica de @ = 360um, com técnica de
aplicacdo helicoidal apico-cervical. Concluiu que ambas as poténcias sé&o
parametros seguros para utilizagdo intracanal em relagdo a variagdo de
temperatura que, conforme Eriksson e Albrektsson (1983) demostraram,
aumentos térmicos superiores a 10°C podem provocar danos irreversiveis ao
ligamento periodontal, reabsorgao externa radicular e anquilose. O grupo irradiado
com 3W de poténcia promoveu 98,5% de reducao bacteriana imediatamente apos

a irradiagao, e o grupo irradiado com 2,5W de poténcia uma reducgao de 99,2%.

Segundo Lage-Marques (2002) “no transcorrer das ultimas décadas os
conhecimentos e conceitos vigentes no ambito da Endodontia vém sendo
repensados e cientificamente reavaliados, possibilitando a instituicdo de novos
procedimentos e nova filosofia de trabalho, buscando terapéuticas que
proporcionem niveis mais altos de sucesso”. Neste contexto sugeriu a terapia
laser como mais uma alternativa para a obten¢édo do éxito, onde o laser de baixa
poténcia € empregado como agente controlador da dor pds-operatéria e o
emprego dos lasers de alta poténcia como agentes de redugdo microbiana

quando empregados no sistema de canais.

Walsh (2003), em uma revisao sobre o estado da arte das aplicagdes dos
lasers na pratica clinica odontoldgica, descreveu que os equipamentos de baixa
poténcia tém demonstrado eficiéncia quando empregados no diagndstico de
lesdes de carie e enfatiza a técnica de foto-ativacdo com potencial para a
desinfeccdo de canais radiculares, bolsas periodontais, preparos cavitarios e

sitios peri-implantares.

Gutknecht e Eduardo (2004) em uma revisdo sobre o uso do laser em
Odontologia comentaram que a Endodontia € um campo complexo onde se
justifica a busca na obtencdo de melhores resultados por meio do emprego de
novas tecnologias. Relataram que diversos estudos com diversos lasers que
levam a crer que progressos interessantes podem ser obtidos nessa area.
Constataram que as maiores experiéncias em Endodontia devem-se a aplicacéo

do laser de Nd:YAG pulsado. Quanto aos lasers de baixa poténcia (LILT- Low
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Intensity Laser Therapy), dentro do comprimento de onda do laser de hélio-nebdnio
(A=632,8nm) ou do laser de diodo de semicondutores (A=670 a 960nm),

consideraram o assunto interessante, embora ainda pouco esclarecido.

Os lasers de diodo de baixa poténcia quando associados a
fotossensibilizadores constituem a terapia fotodinAmica (Photodynamic therapy -
PDT).

O termo agéao fotodinadmica surgiu pela primeira vez em 1900 quando Von
Tappeiner & Raab constataram acidentalmente a morte dos microrganismos que
estavam sendo cultivados em um meio de cultura contendo acridina diluida e que
foram expostos a luz intensa de raios durante uma tempestade. Em 1907,
descreveram o tratamento de tumores de pele empregando uma combinagéo de
eosina aplicada topicamente com exposi¢ao a luz branca. Postularam que algum
produto da fluorescéncia, e ndo somente a luz, seria o responsavel pela elevada

toxicidade (apud: Brugnera & Pinheiro, 1998).

Dobson & Wilson (1992), em estudo in vitro, estudaram a reducgao
bacteriana de biofiime formado por Streptococcus sanguis, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus actinomycetemcomitans
empregando o laser de He-Ne associado a fotossensibilizador, empregando uma
poténcia de 7,3mW, durante 30s, sobre corantes azul de toluidina, azul de
metileno, ftalocinina dissulfonada de aluminio, hematoporfirina HCL e éster de
hematoporfirina. Os resultados demonstraram que apenas a associagcao do laser
com os corantes azul de toluidina e azul de metileno foram capazes de eliminar as
quatro espécies do biofilme. Concluiram que a técnica da terapia fotodinamica é

capaz de eliminar bactérias periodontopatogénicas do biofilme bacteriano.

Wilson, Dobson & Harvey (1992), variando a concentragao de vinte e sete
fotossensibilizadores, avaliaram a capacidade de inibicdo do crescimento
bacteriano da A. actinomycetemcomitans, S. sanguis, F. nucleatum e P. gingivalis,
quando irradiados com laser de He-Ne de 7,5mW de poténcia. Concluiram que o
azul de metileno, azul de orto-toluidina, cristal violeta, hematoporfirina e éster de
hematoporfirina foram efetivos nos tempos variando entre 5 e 60s, com dose de

energia entre 2,75 e 33J/cm?.
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Wilson (1993) afirmou que para que a luz exerca algum efeito sobre uma
célula bacteriana deve ocorrer primeiro a absorgcdo desta por um ou mais
componentes bacterianos. Quando o comprimento de onda esta na faixa visivel
do espectro, a luz induz a transferéncia de elétrons para niveis de energia mais
altos, formando assim um composto fotossensibilizante em estado excitado (o
tripleto). Este ira interagir com o oxigénio molecular, resultando na formacao de
oxigénio singleto altamente reativo — fotoprocesso do Tipo Il. Outro fotoprocesso -
do tipo I, também pode ocorrer. Neste caso, moléculas diferentes do oxigénio
agem como receptores de energia e geram radicais hidroxilas ou organicos. Seja
o fotoprocesso do tipo | ou do tipo Il, ocorrem reagdes fotoquimicas cujos
produtos promovem lesdes em componentes celulares essenciais, por exemplo,
no rompimento da membrana citoplasmatica ou na alteragdo de atividades
metabdlicas, resultando em morte celular. Observou ainda que a maioria das
bactérias encontradas na cavidade bucal humana ndo possui compostos capazes
de absorver luz visivel suficiente a ponto de serem afetas por ela. Além do que, a
habilidade de um composto absorver luz incidente ndo necessariamente implica
em uma acgao fotossensibilizante significativa sobre a viabilidade das bactérias.
Ressalta também que o tempo de vida do estado tripleto alcancado deve ter
duracgdo suficiente para permitir uma interagdo com as moléculas adjacentes e

desta forma produzir espécies citotdxicas.

Wilson et al. (1995) relataram que, com a PDT, a morte da célula
bacteriana ocorre mais rapidamente do que quando empregam os agentes
antimicrobianos convencionais e, como ndo ha a necessidade da permanéncia do
corante por um periodo prolongado, como ocorre com os antibidticos, torna o

aparecimento de bactérias resistentes menos provavel.

Walsh (1997) realizou uma revisao de literatura sobre as aplicagbes da
LILT em tecidos dentarios duros. Ao discutir os aspectos técnicos dos
equipamentos abordou o emprego dos lasers de alta poténcia, como de CO; e
Nd:YAG, reconhecidos quanto ao efeito destrutivo sobre bactérias, mas que, no
entanto, sdo geradores de calor o que torna o procedimento criterioso quanto aos
riscos de dano térmico que podem ser induzidos. Relatou também que se um

laser de baixa poténcia for usado conjuntamente a um corante sobre a parede da
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célula bacteriana, sua destruicdo ocorrera com pequeno ou henhum risco de dano

a polpa ou ao ligamento periodontal devido a baixa energia requerida.

O autor referiu-se a terapia fotodinamica como fotossensibilizacéo letal por
laser (FLL), onde a agao letal a célula alvo se faz pela ativagdo do corante pela
radiagcao emitida por um laser de baixa poténcia. Afirmou que esta interacido é
especifica, pois quando o procedimento é realizado somente com o laser (sem
corante), somente com o corante ou quando o laser precede a exposigao ao
corante, o efeito produzido € minimo. Concluiu que as alteragdes ocorridas no
corante, quando este é exposto a irradiagao laser, conduzem a eventos quimicos
drasticos dentro da célula alvo resultando na perda de sua viabilidade. Baseia-se
na interagao do cromoéforo (agente de absorgéo 6ptica) com a luz irradiada, sendo
essencial a ressonancia entre corante e comprimento de onda, bem como o
estudo de auséncia de efeitos toxicos ou irritantes aos tecidos por parte do
corante. Relatou que os corantes azuis sao conhecidos como potentes
sensibilizadores para uma faixa de bactérias quando irradiados por lasers que

emitem no espectro do vermelho visivel.

Para o autor, a técnica da FLL tem aplicagdes no tratamento de lesbes de
carie dentaria e na redugao microbiana intracanal e em bolsas periodontais como
coadjuvantes as técnicas convencionais, porém, seria necessario desenvolver
protocolos clinicos aplicaveis além da melhora dos sistemas de entrega do feixe

laser para que 0 acesso a regidao em questao fosse efetivo.

Em 1998, Wainwright realizou uma revisdo da literatura e relatou que o
corante azul de toluidina e azul de metileno pertencem a classe dos fenotiazinicos
(banda de absorgao entre 620 e 660nm em tamp&o). O formato e tamanho destes
corantes os tornam o6timos intercaladores de acido nucléico, sendo assim muito
importante o tempo de exposigao prévia do tecido ao corante antes da exposi¢cao

a radiagao luminosa.

Em 1999, Oldham e Phillips, em estudos fisiolégicos espectroscopicos,
demonstraram a existéncia de mais de um mecanismo responsavel pela morte
celular dos microrganismos. Por exemplo, a fotoinativacdo de bactérias Gram-

positivas como o Streptococcus mutans necessitam da produgcdo de oxigénio
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singleto enquanto as Gram-negativas como as P. gengivalis requerem a formagéao

de radicais livres.

Silbert et al. (2000), em estudo in vitro, avaliaram o potencial da PDT na
reducido bacteriana intracanal. Apds instrumentacdo mecanica, os canais
radiculares foram esterilizados, divididos em dois grupos e contaminados. O
Grupo-I| foi inoculado com suspensao de S. mutans e o Grupo-ll com suspensao
de E. faecalis. A irradiagao foi realizada com o laser de He-Ne com aplicacio
durante 4 min empregando 3,5mW de poténcia e um sistema de entrega por fibra
Optica de 600um, associado ao corante azul de metileno, com tempo de irradiacao
variando de 30 a 240s. Os resultados demonstraram que o corante sozinho
promoveu reducao bacteriana em 20%, mas que somente a irradiacado laser nao
alterou a populagéo bacteriana. No protocolo da PDT empregando 240s de tempo
de irradiacdo houve eliminacdo bacteriana do S. mutans, no entanto, a reducao
de E. faecalis foi de 40%. Observaram também que o aumento de temperatura
promovido pela irradiacdo n&o foi superior a 0,5°C. Concluiram que a PDT pode
ser um efetivo método de reducio bacteriana intracanal, mas que os parametros
devem ser ajustados para que se promova a redugdo de bactérias como o

Enterococcus faecalis.

Kirill et al. (2000) avaliaram a ac&o da terapia fotodindmica sobre
microrganismos oportunistas da cavidade oral. Em estudo in Vvitro
fotossensibilizaram o corante azul de metileno nas concentragbées de 1%, 0,1%,
0,01% e 0,001%, sobre cultura de Staphylococcus sp, com um laser de He-Ne
empregando intensidade de 100 m\W/cm?. Verificou-se toxicidade do corante a 1%
durante a avaliacdo do tempo de pré-irradiacdo, sendo desta forma desprezada
esta concentragdo. Concluiram que as concentragdes de 0,1% e 0,01% e tempo
de pré-irradiacdo de 180s e tempo de irradiagdo de 60 a 120s apresentaram
efeitos antimicrobianos sobre a cepa testada; o corante azul de metileno tem acéo
bactericida efetiva quando sensibilizado pelo comprimento de onda estudado,

sobre Staphylococcus sp (apud: Garcez Segundo, 2003).

Garcez Segundo et al. (2003) relataram que o emprego dos lasers de alta
poténcia sao eficientes na redugao bacteriana intracanal, mas que sua aplicagao

promove aumento de temperatura propiciando danos aos tecidos adjacentes.
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Afirmaram que a PDT tem se mostrado eficiente quanto a redugcdo microbiana,
sendo que o corante azul de metileno apresenta-se como um dos principais
fotossensibilzadores devido a ressonancia com os lasers com emissdo na regiao
vermelha do espectro eletromagnético. Segundo os autores, com a
comercializacdo dos lasers de diodo de baixa poténcia, os lasers de He-Ne foram
sendo substituidos, pois os lasers de diodo apresentam maior poténcia, nao
necessitam de espelhos, sdo mais robustos e assim como em relagédo aos lasers

de alta poténcia, ttm menor custo.

Zampieri et al. (2003) avaliaram, in vitro, a agao bactericida da terapia
fotodindmica com um laser de diodo de baixa intensidade (GaAlAs) sobre
bactérias constituintes da microflora oral humana (Streptococcus mitis
Streptoccocus sangui). Empregando uma poténcia de 30mW associado ao
corante azul de orto-toluidina (concentragao de 75ug/mL) e variando a densidade
de energia entregue (3, 6 e 9J/cm?) obtiveram redugdo sobre S. mitis de 83,3%,
84,9%, 77,6%, respectivamente, e para o S. sangui de 98,9%, 92,6 e 94,3%
respectivamente. Concluiram que a PDT produz agao bactericida eficiente sobre
bactérias causadoras de caries de sulcos e fissuras de dentes humanos, sendo
que a interagao entre o laser de baixa intensidade de GaAlAs de 670nm e o

corante orto toluidina séo eficientes na promogéo desse efeito.

Garcez Segundo (2006) estudou a redugcédo microbiana intracanal realizada
com um laser de diodo de baixa poténcia (A=685nm) tendo como
fotossensibilizador o corante azuleno a 25% associado ao ENDO-PTC
empregando uma poténcia de 10mW com fibra optica de 365um. O
microrganismo infectante foi a bactéria E. faecalis com periodo de incubagao de
24h. O TPI (tempo de pré-irradiacao) foi de 5min e a irradiagao aplicada por 3min
com a técnica helicoidal apico-cervical. Concluiu que, com os parametros
aplicados, a PDT foi um método efetivo na redugao bacteriana intracanal frente a

bactéria E. faecalis.

Ribeiro et al. (2006) avaliaram a variagcdo de temperatura empregando
laser de diodo (A=808nm) na superficie externa da raiz de 20 incisivos centrais
inferiores durante a aplicacao de irradiacdo. No Grupo | a poténcia utilizada foi de

2,5W em modo continuo com fibra 6ptica com @ = 400um; e no Grupo Il poténcia
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de 2,5W, freqiéncia de 10Hz com a mesma fibra. A técnica de irradiagcéo
empregada foi a preconizada por Gutkneth (1996) por 5 vezes com intervalos de
20s entre elas. A analise da variacdo de temperatura foi realizada em céamera
termografica de infravermelho com sensitividade de 0,03°C. Os resultados obtidos
foram de uma variacéo de 1,6°C a 8,6°C para o Grupo | e de 1,2°C a 3,3°C para o
Grupo Il, estando dentro dos limites seguros de irradiagao em relagcéo aos tecidos
adjacentes. Concluiram que o laser de diodo pode ser empregado in vivo para
tratamento endoddnticos em relagdo aos parametros seguros de irradiagéo para o

tecido periodontal adjacente.
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4 METODOLOGIA

4.1 Estudo da propagacao de temperatura

Este ensaio buscou estabelecer um parametro de poténcia de irradiagao
com o laser de baixa poténcia que ndo promovesse injurias aos tecidos

adjacentes.

Foram selecionados do Banco de Dentes Humanos da Faculdade de
Odontologia da USP trés dentes unirradiculares mantidos em solugao fisiolégica

para hidratacao.

Apds profilaxia com taca de borracha e pedra pomes, cada dente teve sua
coroa separada da porcdo radicular com o auxilio de um disco de carburundum

em contra-angulo (baixa rotagao).

O preparo quimico cirurgico (PQC) foi realizado com instrumentagéo
rotatéria segundo protocolo do fabricante, empregando-se como substancias

quimicas auxiliares o creme de Endo-PTC e NaOCI a 0,5%.

O Comprimento Real de Trabalho (CRT) foi estabelecido pela
odontometria visual, introduzindo-se a lima #10 tipo Kerr até o forame apical e
recuando-se do comprimento obtido. Apés o PQC todos os canais foram
submetidos a irrigagao e posterior aspiragdo do conteudo, com 5 mL de solugéo

EDTA-T 17%. O apice radicular foi selado com resina fotopolimerizavel.

Os terminais do termopar do tipo K foram fixados na regido do tergo apical
na superficie externa da raiz com o auxilio de elastico ortoddntico e o espécime
posicionado no suporte. O interior do canal foi secado com cone de papel,
preenchido com o corante azul de metileno 0,01% e irradiado com laser de diodo

de baixa poténcia - equipamento Thera Lase (DMC) com A=660nm.



20

Os parametros empregados foram: poténcia aferida em 37,7mW; modo
continuo; fibra dptica com ©¥=216um; técnica de aplicacdo - movimento helicoidal

apico-cervical por 10 aplicagdes consecutivas de 28s cada (FIGURA 1).

A temperatura ambiente foi tomada como temperatura inicial (To) e a
cada 28s, durante as 10 aplicacdes, a variacido da temperatura foi anotada e os

dados organizados.

FIGURA 1- Ensaio da propagacao da temperatura durante a irradiagédo
laser; a) preenchimento do canal com fotossensibilizador azul de
metileno 0,01%; b) irradiagdo com laser de baixa poténcia (P=37,7mW)

4.2 Estudo microbiolégico
4.2.1 Preparo da suspensao bacteriana

A cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi obtida junto ao
Laboratério de Microbiologia Oral do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB) e reativada em TSB (Tryptic Soy Broth —
nutriente a base de caldo de tripicase de soja) no Laboratoério de Biotecnologia do
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) do Estado de Sdo Paulo, onde todo o

experimento microbioldgico laboratorial foi desenvolvido.

Para o armazenamento da cepa em cultura, 5mL de glicerina foram
adicionados a 5mL da cultura bacteriana que, distribuidos em 10 tubos tipo
eppendorf, foram levados a congelamento lento por 2h em refrigerador seguido
por armazenamento em freezer a -80°C (a baixa temperatura impede o

crescimento bacteriano e a glicerina mantem a bactéria viavel).
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Para a realizacdo do experimento 250uL da cultura de um tubo tipo
eppendorf (descongelado a temperatura ambiente) foram transferidos para um
tubo de ensaio contendo 10mL de TSB e incubado em estufa a 37°C até o
momento em que o crescimento da suspensao atingiu a densidade optica (D.O.)
de 0,8 +/- 0,01, que equivale a uma concentragdo proxima de 1,5 x 10® UFC/mL

(unidade formadora de col6nia por mililitro).

A leitura foi realizada em espectrofotémetro (U-2001 Spectrophotometer —
HIYACHI) (FIGURA 2). Todas as inocula¢des foram realizadas com a suspensao

bacteriana nesta concentragao.

FIGURA 2 — Suspenséao de Enterococcus faecalis. a) tubo de ensaio
com TSB (1); tubo de ensaio com TSB + cultura de E. faecalis (2);
b) leitura da densidade optica (D.0.=0,802) da suspensao aferida
em espectrofotdbmetro em absorvancia (A) com A=546nm

4.2.2 Modelo experimental

Foram selecionados, junto ao Banco de Dentes Humanos da Faculdade de
Odontologia da USP-SP, apds observacdo em exame visual e radiografico, 28
dentes unirradiculares extraidos que apresentavam rizogénese completa e um
unico canal. Permaneceram armazenados em uma caixa acrilica sobre gaze

umida em solugao fisioldgica (cdmara de hidratag&o), a temperatura ambiente.

Os espécimes foram preparados de forma idéntica aos espécimes

empregados no ensaio de variagdo de propagacao de temperatura (4.1).

Apds o selamento apical foram acondicionados em uma caixa acrilica

(FIGURA 3) e esterilizados em autoclave a 121°C, por 20min.
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Observa-se que nesta caixa o espécime fica posicionado verticalmente e
permite uma distribuicdo uniforme tanto da suspensdo microbiana quanto da
substancia nutriente (TSB) inoculadas. Os demais passos foram realizados em

camara de fluxo laminar.

FIGURA 3- a) Caixa acrilica esterilizavel; b) posicionamento
vertical dos espécimes

Descricdo dos grupos experimentais:

Os espécimes foram aleatoriamente divididos em 2 grupos com 14
espécimes cada (QUADRO 1).

QUADRO 1: Grupos experimentais

Grupo procedimento
1(14) |GCl (4) |controlel

Gl (10) |azul de metileno 0,01% + laser de baixa poténcia (PDT)
1 (14) [GCIl (4) |controle Il

Gll (10) |laser de alta poténcia

Os espécimes foram inoculados com 10uL da suspensao de E. faecalis e
receberam imediatamente acréscimo de 10uL de TSB. Foram entdo incubados
por 7 dias em estufa a 37°C, com acréscimo de 20uL de TSB a cada 48h,

simulando as condi¢des encontradas in vivo.
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Apos este periodo, os 4 espécimes do grupo controle | (GCI) receberam
imediatamente o preparo para a contagem de UFC/mL. Os espécimes foram
colocados em tubos de ensaio contendo 10mL de solugcdo salina 0,85% e
submetidos a agitacdo mecanica (Vortex) de 200rpm por 30s. Apos 30 min em
repouso foram realizadas diluicées seriadas e 3 gotas de 25uL por diluigdo foram
inoculadas em trés placas de Petri contendo o meio de cultura TSA (Tryptic Soy

Agar).

A coleta de dados foi realizada apdés 24h de incubacédo das placas em
estufa a 37°C (FIGURA 4) por contagem de UFC/mL.

FIGURA 4 — Placa de Petri apds 24h de
incubacdo a 37°C, com trés gotas da
suspensao por diluicdo (10°, 10", 10% e 10°)

Antes da realizacdo da aplicacado de irradiacdo nos espécimes do Gl- PDT,
0 equipamento laser de diodo de baixa poténcia foi calibrado (equipamento Thera
Lase — DMC (A = 660nm)) (FIGURA 5).

FIGURA 5- a) Calibragdo do laser de baixa poténcia com detector
(LMO1, Coherent-USA); b) Poténcia aferida = 37,7mW
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Em seguida os 10 espécimes tiveram o interior do canal preenchido com o
corante azul de metileno 0,01%, e, apds 5 min (TPl — tempo de pré-irradiagao)
realizou-se a irradiagao com laser de baixa poténcia, empregando uma fibra
optica (©¥=216pm); poténcia aferida em 37,7mW; modo continuo; tempo de
irradiacao de 28s para cada aplicagdo em movimento helicoidal apico-cerviacal,

por 10 vezes consecutivas (FIGURA 6).

FIGURA 6 — a) Aplicagdo da irradiagdo com laser de baixa
poténcia associado ao azul de metileno 0,01%; b) momento
em que a fibra optica atinge o tergo cervical do espécime

Imediatamente apds a aplicacdo da irradiacdo foi realizado preparo e

coleta dos espécimes para contagem das UFC/mL conforme protocolo do GCI.

Antes da realizagao do procedimento de irradiagdo dos espécimes do Gll —
alta poténcia, o equipamento laser de diodo de alta poténcia foi calibrado
(equipamento ZAP alta 3,5W — ZAP LASERS (A= 808nm)) (FIGURA 7).

FIGURA 7 — a) Calibragdo do laser de alta poténcia com
detector (Lab Master Ultima, Coherent-USA); b) Poténcia
aferida = 2,27W
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No grupo controle Il (GCIl) os espécimes foram inoculados e incubados
de forma idéntica aos do G |. Apds o periodo de 7 dias, 4 espécimes receberam
imediatamente o preparo para a contagem das UFC/mL com o mesmo protocolo
do GCI.

Em seguida, os 10 espécimes do Gll foram irradiados com laser de alta
poténcia com os paradmetros: poténcia aferida de 2,27W em modo de emissao
interrompido (poténcia média = 1,13W) com fibra 6ptica (& =200um) e técnica em
movimento helicoidal apico-cervical por 5 irradiagbes de 10s cada e intervalo de
20s entre elas, seguido por um tempo de espera de 1 min e novamente foram
aplicadas mais 5 irradiagcbes de 10s cada com intervalo de 20s entre elas
(FIGURA 8).

FIGURA 8 — a) laser de alta poténcia; b) Aplicagdo da
irradiacdo com laser de alta poténcia

Imediatamente apds a aplicacéo da irradiagao foi realizado preparo e coleta

para contagem das UFC/mL conforme protocolo do GCI.

Os resultados foram tabelados e analisados estatisticamente por diferenca

de médias.
4.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise em MEV (Scanning Microscope JSM-5200 —JEOL) foi realizada
em 4 espécimes, dois de cada grupo de procedimento experimental (Gl e Gll).
Este estudo permitiu observar os aspectos morfolégicos da superficie interna da

parede do canal radicular.
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Apos a aplicagao do respectivo protocolo de irradiagao laser de cada grupo
e sem realizar os procedimentos de irrigacado e aspiragdo, os espécimes foram
esterilizados a 121°C por 20 min. Com auxilio de um disco de carburundum
efetuou-se um sulco ndo invasivo ao interior do canal radicular (na superficie
externa da amostra), no sentido mésio-distal e a clivagem foi obtida no sentido do

longo eixo do dente.

Um fragmento de cada espécime (FIGURA 9a) foi fixado sobre o suporte,
metalizado (FIGURAS 9b e 9c) e levado para leitura ao Microscopio Eletrénico de

Varredura.

FIGURA 9- a) espécimes clivados no sentido do longo eixo; b) espécimes fixados no
suporte antes da metalizagao; c) suporte com espécimes apds metalizagao



5 RESULTADOS

5.1 Estudo da propagacao da temperatura

o 8.0
s
§ 6,0
g //
[
Qo —
E 4,0 —
/” /_—_

Q
S 20 ~
uT
; 0,0 T T T T T T

2 3 4 5 6 7 8 9 10

tempo
‘—Dente 1 ——Dente 2 Dente 3

GRAFICO 1- Variacdo da temperatura durante aplicacdo da irradiacdo com
laser de baixa poténcia; tempo = 28s x 10 aplicacoes
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Conforme o GRAFICO 1, empregando o protocolo de irradiacéo instituido,

(poténcia de 37,7mW — modo continuo), 0 aumento de temperatura foi, em média,

de 3,9°C, estando de acordo com os padrées de seguranca (ERIKSSON &

ALBREKTSSON,

adjacentes.

5.2 Estudo microbiolégico

UFC/mL

10E+01

controle

Grupo

apos laser

oPDT
W alta poténcia

GRAFICO 2 — Média de UFC/mL dos grupos experimentais, em
relacdo ao E. faecalis, no sistema de canais radiculares

1983) quanto ao risco de promover injurias aos tecidos
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Observando-se o GRAFICO 2 constata-se uma reducdo microbiana

intracanal, sendo que:

GRUPO | - Terapia fotodinamica (PDT) — irradiagdo com laser de baixa

poténcia associada ao corante azul de metileno 0,01%

meédia Redugao microbiana
(%)
controle 6,5 x 10*
Apés PDT | 5,2 x10° 91,9
GRUPO Il - irradiagado com laser de alta poténcia
meédia Redugao microbiana
(%)
controle 1,1x 10°
Apés laser | 9,4 x 14° 91,6

A comparacdo entre grupo controle e grupo irradiado para tratamentos

PDT e alta poténcia, foi feita através do teste t de Welch.

Os valores das estatisticas para as comparagdes dos grupos se encontram

na TABELA 1, e os resultados do experimento se encontram no GRAFICO 3.

TABELA 1: Valores estatisticos

Estatisticas Controle x Controle PDT x alta

alta poténcia x PDT poténcia
Diferenca das médias (UFC/mL) 102230,0 | 58914,0 3639
Erro padrao da diferenca (UFC/mL) 18912,6 | 11256,1 5008
Valor critico 5% 2,8 4,3 2,16
Limite Inferior (UFC/mL) 49720,0 | 10482,8 -7180
Limite Superior (UFC/mL) 154740,0 | 107345,2 14458
Estatistica T 5,4 5,2 0,73
G.L. 4,0 2,5 14
P significancia 0,006 0,035 0,48
t(0,975) 2,8 4,3 2,16
t(0,025) -2,8 -4,3 -2,16
Reduc¢ao microbiana intracanal 92% 92%
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G | (PDT) - O intervalo de confianga 95% para a diferengca das médias foi de
58.914 UFC/mL + 48.431 UFC/mL onde o valor critico 4,3 foi o valor necessario

para a teste t ao nivel de significancia 5% com p=0,03.
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Gll (laser alta poténcia) - O intervalo de confianga 95% para a diferenga das
médias foi de 102.230 UFC/mL + 52.510 UFC/mL onde o valor critico 2,78 foi o

valor necessario para a teste t ao nivel de significancia 5% com p=0,0057.

Comparacgao PDT (G I) x alta poténcia (G Il) O intervalo de confianca 95% para
a diferenca das médias dos grupos irradiados foi de 3639+£10.819 (-7180, 14.458),
que contém o valor zero. Portanto ndo ha diferengca significativa entre as
quantidades de UFC/mL nos dois grupos irradiados, reforcando que o valor da
estatistica T é 0,76 enquanto que o valor critico a um nivel de significancia 5% é
de vc=2,16.

O estudo estatistico por diferenca de médias demonstrou que houve
diferenca significativa entre os resultados dos grupos controle com o respectivo

grupo de reducéao (baixa ou alta poténcia).

Demonstrou também que o nivel de UFC/mL apds a aplicagao da irradiagéo
laser ndo apresenta diferenga estatistica entre os grupos Gl — PDT e Gll - alta

poténcia.
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5.3 Microscopia eletrénica de varredura

As micrografias obtidas por LAGE-MARQUES, EDUARDO & MATSUMOTO
(1995) em canais radiculares com preparo quimico-cirurgico quando comparadas
as micrografias da superficie interna do canal radicular na regido do terco apical
(FIGURA 12a) de um espécime do Grupo | (PDT) permitem observar que néo
ocorreram alteragdes estruturais na morfologia dos tubulos dentinarios apés a
irradiagcao (FIGURAS 12b, 12c).

A visualizacdo do Enterococcus faecalis na entrada de um tubulo dentinario

evidencia a relagao dimensional entre ambos (FIGURA 12d).

FIGURA 12— a) regiao do ter¢o apical de uma amostra irradiada com laser de
baixa poténcia (P= 37,7mW); b) tubulos dentinarios sem alteracdo morfoldgica;
c) tubulos dentinarios em maior aumento; d) bactéria E. faecalis na entrada de
um tubulo dentinario



32

Analisando-se as micrografias da superficie interna do canal radicular na
regido do terco apical (FIGURA 13a) de um espécime do Grupo Il (irradiagao com
laser de alta poténcia) sdo observadas alteragdes estruturais na morfologia na
superficie da dentina intracanal apos a aplicagdo da irradiagao laser (FIGURAS
13b, 13c) apresentando um aspecto de escamas devido a forma arredondada e

angulo atenuado na periferia tubular.

Foi possivel notar nos espécimes deste grupo a presengca da bactéria

E. faecalis e a relagdo dimensional entre ambos (FIGURA 13d).

FIGURA 13 — a) regiao do tergo apical da amostra apés irradiagdo com laser de alta
poténcia (P=2,27W); b) tubulos dentinarios apresentam alteragdo morfoldgica; c)
tubulos dentinarios em maior aumento evidenciando uma forma arredondada com
um angulo atenuado na superficie periférica e presenca da bactéria E. faecalis; d)
um exemplar da bactéria E. faecalis na entrada de um tubulo dentinario.
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Na FIGURA 14 pode-se observar na micrografia a presengca de um
remanescente microbiano (E. faecalis) na entrada do tubulo dentinario da
superficie interna do canal.

35000x

FIGURA 14 - E. faecalis na entrada de um tubulo
dentinario na superficie radicular (espécime do Gll)

Na FIGURA 15 a micrografia apresenta em detalhe a morfologia da

bactéria Enterococcus faecalis.

35000x

FIGURA 15 — Bactéria Enterococcus faecalis
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6 DISCUSSAO

A presencga de microrganismos no sistema de canais radiculares propicia o
aparecimento de lesbes periapicais como resultado da agressdo microbiana.
Sendo assim, a terapia endodéntica deve ser fundamentada na eliminagao da
infecgdo (Nair et al., 1990; Sundqvist et a.l, 1998; Peciuliene et al., 2000; Love,
2001), pois a permanéncia de uma microbiota viavel no interior dos tubulos
dentinarios, dependendo do seu fator de viruléncia, pode propiciar a reinstalacao
do processo patogénico (Sundqvist, 1976; Oguntebi,1994; Siqueira Jr. et al, 1996;
Sjogren et al.,1997) e consequentemente o insucesso da terapia instituida
(Haapasalo & Orstavik,1987; Eduardo e Gouw-Soares, 2001; Lana et al., 2001,
Ferrari, 2001). Portanto, a desinfecgéo do sistema de canais radiculares é fator

decisivo para o sucesso terapéutico (Peciuliene et al. 2000).

A microbiota encontrada no sistema de canais é diversificada e
extremamente dinamica (Sundqvist, 1992,1998; Sirien et al.,1997; Love, 2001).
Nos casos de polpa necrosada a flora bacteriana encontra rico substrato e
ocorrem adaptagcdes metabdlicas dos espécimes (Shovelton, 1964; Radaelli,
2002). A bactéria Enterococcus faecalis é a espécie predominantemente
encontrada nos casos de lesao periapical refrataria (Gomes, Lilley & Drucker,
1996; Siren et al.,1997; Sjogren et al.,1997; Peciuliene, 2000; Ferrari, 2001;
Pinherio et al., 2003). Observa-se também que sua resisténcia vem crescendo
frente a diversos antibidticos e antimicrobianos empregados no tratamento
endodéntico (Siqueira Jr. e Uzeda, 1996; Murray et al., 1998; Dahlén et al.,2000;
Zouani & Araj, 2001; Chavez de Paz et al., 2003) e por ser um agente
superinfectante em periodontites e infecgdes endodoOnticas refratarias (Love,
2001) o microrganismo Enterococcus faecalis foi eleito para este estudo sobre

reducdo microbiana intracanal.

Ao se inocular a suspensdo de E. faecalis na concentracido descrita
observou-se, apos 7 dias, a formacao de um biofilme bacteriano representativo

para a contagem de UFC/mL. A permanéncia dos espécimes em incubagao por
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tempo superior ndo se justifica, pois se estabelece uma saturagao da populagao
microbiana devido a competicdo por nutrientes e pelo espaco fisico (sistema de

canais).

A reducgéo microbiana intracanal realizada com lasers de alta poténcia tem
demonstrado resultados satisfatorios (Gutcknecht, 1996, 2000; Walsh 1997, 2003;
Eduardo e Gouw-Soares, 2001; Lage-Marques, 2002; Radaelli, 2002) e estudos
com lasers de diodo de alta ou de baixa poténcia (este associado a um corante —
terapia fotodindmica - PDT), também tém revelado resultados promissores, mas
que, porém necessitam de definicdo de protocolos de aplicagdo (Dobson &
Wilson, 1992, Wilson, 1992, 1993; Moritz et al.1997; Lage-Marques, 1998; Klim et
al. 2000; Gutknecht, 2000; Zampieri, 2003; Gutknecht & Eduardo, 2004, Garcez
Segundo et al., 2006). Neste estudo os protocolos de irradiagdo obtiveram uma
reducao microbiana intracanal de 91,6% com laser de diodo de alta poténcia e de
91,9% apds a PDT frente a suspensao da bactéria E. faecalis incubada por 7 dias
sob condi¢gdes favoraveis de crescimento da populagdo. Ressalta-se aqui que a
inoculacdo dos espécimes se fez apdés o PQC e nao foram realizados os
procedimentos de irrigacdo e aspiragdo, pois tanto o PQC quanto a
irrigacao/aspiragao potencializariam a redu¢gao microbiana com uma interferéncia

nao padronizada.

O equipamento de diodo de alta poténcia foi selecionado devido a sua
penetrabilidade (A=808nm) e por possuir fibra 6ptica de ©® = 200um capaz de
atingir o tergo apical. Também pode ser citado como diferencial na sua escolha, o
fato de ser portatil e de apresentar um custo reduzido em comparagao aos demais

lasers de alta poténcia.

O protocolo de utilizacdo dos lasers de alta poténcia € criterioso quanto ao
aumento de temperatura inerente ao processo de aplicacdo da irradiagdo. A
desnaturagdo do microrganismo ocorre em fungdo deste aumento, porém os
tecidos adjacentes sédo susceptiveis a uma elevacado de temperatura superior a
10°C, que, se mantido por mais de 1 min, promove acdo deletéria (Eriksosn &
Albrektsson, 1983; Walsh, 1997). Neste estudo optou-se por um protocolo ja
instituido e seguro para laser de alta poténcia de acordo com Radaelli (2002) e
Ribeiro (2006).
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Com os lasers de baixa poténcia a desnaturagao do microrganismo ocorre
devido aos danos estruturais (parede bacteriana) ou metabdlicos causados pelos
espécimes de oxigénio produzidos quando o fotossensibilizador é ativado pela luz
laser, promovendo a morte celular (Wilson, 1995). Nestes casos a variagado de
temperatura € menos critica devido a baixa poténcia empregada, mas também
deve ser conhecida. O estudo prévio demonstrou que, com o protocolo
empregado, houve aumento de 3,9°C, em média, estando portanto, dentro dos
padrdes de biocompatibilidade (Eriksson & Albrektsson,1983; Walsh, 1997).

O equipamento laser de diodo de baixa poténcia selecionado possui A=660
nm apresentando ressonancia ao corante empregado (azul de metileno). A fibra
Optica com diametro de 216um, fundamental para a irradiacdo intracanal, foi
desenvolvida pelo fabricante para este estudo, sendo necessario o
desenvolvimento de suporte dentro dos padrdes de bioseguranca para o seu uso
clinico. Este equipamento também possui dimensdes reduzidas, o que facilita seu
transporte, manuseio e versatilidade e € mais acessivel economicamente em

comparacgao aos lasers de alta poténcia.

A poténcia de saida de 37,7mW foi obtida empregando-se a poténcia
maxima do aparelho com esta fibra (50mW), sendo esta 10 vezes maior que a
empregada por Silbert (2000), cujo estudo apresentou 40% de redugéo
microbiana frente ao E. faecalis, sugerindo o autor ajuste deste parametro para se

alcancar uma eficiéncia maior.

O TPI empregado esta de acordo com Walsh (1997), Wainwright (1998)
Kiril (2000) quanto a necessidade de um periodo para que o corante possa se
intercalar ao acido nucléico e assim promover a morte da célula alvo quando a luz

laser é irradiada.

O corante azul de metileno 0,01% foi eleito por ser um fotossensibilizador
consagrado na literatura, ser de facil aquisigdo e manuseio e apresentar
coeficiente de absorcdo compativel com o comprimento de onda do laser
escolhido (Wainwright, 1998; Silbert et al. 2000; Kiril, 2000; Garcez Segundo et
al., 2003; Walsh, 2003)
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A andlise em MEV da dentina da superficie intracanal observada apds a
irradiagao com laser de alta poténcia constatou que houve alteracdo no perimetro
tubular que passou a apresentar uma forma mais arredondada sem, no entanto,
promover a obliteragcdo da entrada dos tubulos estando de acordo com relatos de
Klim et al. (2000). Estudos deveriam ser realizados para avaliar a possivel
influéncia desta alteragdo morfolégica em relacdo a permeabilidade dentinaria

apos a irradiagao.

Na analise, em MEV, do espécime apds a PDT, comparada ao achados de
Lage-Marques, Eduardo & Matsumoto (1995) em espécimes nao irradiados,

nenhuma alteragao morfolégica foi observada.

N&o foram realizados os procedimentos de irrigacdo e aspiragdo apos o0s
protocolos instituidos e desta forma pbéde ser notada, na leitura em MEV, a

presenca de E. faecalis na superficie dentinaria.

Recomenda-se, independente do equipamento laser escolhido, realizar a
irradiacdo laser apd0s o preparo quimico cirurgico e imediatamente antes da
obturagéo do canal, com uso de medicagao intracanal entre sessdes, propiciando

um incremento a reducado microbiana obtida.

Ressalta-se aqui a importancia do treinamento para 0 manuseio e pratica
de qualquer equipamento laser devido a possibilidade de promover sérios danos

ao paciente ou ao profissional quando utilizado de modo equivocado.

O emprego da tecnologia laser na pratica clinica deve ser visto como uma
terapia complementar ao tratamento tradicional, e este ser executado com todo
rigor da técnica, ndo comprometendo desta forma o sucesso do tratamento,

mesmo quando se tém a disposi¢cédo equipamentos tecnoldgicos.
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7 CONCLUSOES

Concluiu-se que:

= Os protocolos empregados com lasers de diodo em parametros de alta ou
baixa poténcia (PDT) foram efetivos quanto a redugdo microbiana

intracanal frente a bactéria Enterococcus faecalis.

= Na&o houve diferenga estatisticamente significativa entre os protocolos de

alta poténcia e a PDT estudados.

= A terapia fotodindmica (PDT) pode ser considerada como coadjuvante a
terapia endodéntica em casos de lesado periapical, assim como a irradiacéo

com laser de alta poténcia.

= Alteragdes morfolégicas ocorreram na superficie dentinaria intracanal apos
irradiacdo com laser de diodo de alta poténcia. Nao foram observadas

alteragdes morfologicas na dentina apés PDT.
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