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RESUMO

Pesquisas recentes utilizando a Terapia Fotodinamica (PDT) tém sugerido que a mesma
pode ser um coadjuvante da terapia endodontica com significativa redu¢do microbiana.
O microrganismo Enterococcus faecalis tem sido a espécie mais prevalente em casos de
insucesso endoddntico, sendo resistente a maioria dos medicamentos intracanal e ao
preparo quimico-mecanico. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
Terapia Fotodinamica na reducdo microbiana em canais radiculares contaminados com
Enterococcus faecalis. Foram utilizados 30 dentes de humanos, recém extraidos,
unirradiculados, divididos em 2 grupos experimentais e dois grupos controle, sendo que
outro grupo com 2 dentes foi avaliado por microscopia eletrénica de varredura para
verificar a presenca de biofilme no canal radicular. O microrganismo indicador
Enterococcus faecalis foi inoculado nos espécimes por um periodo de 21 dias. No grupo
1 (n=10) foi realizado o preparo quimico-mecanico utilizando como solucéo irrigadora
0 NaoCl a 5.25% e no grupo 2 (n=10) de forma idéntica ao grupo 1, sequido de PDT no
final do preparo. Os grupos 3 e 4 (n=4) foram os grupos controle positivo e negativo.
Para realizacdo da PDT foi utilizado a associacdo do fotossensibilizador azul de
metileno 0.005 % a um laser de diodo em baixa intensidade emitindo no vermelho com
comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 40 mW, durante 180 segundos,
totalizando 1,8 J de energia em &rea de spot. Foi utilizada uma fibra 6tica com 300 pum
acoplada ao laser diodo, a qual foi inserida no interior do canal. Foram obtidas amostras
microbioldgicas antes da instrumentacdo, imediatamente ap6s e 72 horas poés-
instrumentacdo. As unidades formadoras de colbnias crescidas e a turbidez do meio
foram analisadas, os dados obtidos tabulados e analisados estatisticamente. Os
resultados evidenciaram melhor redugdo microbiana quando utilizado a irrigacdo com
NaOCl a 5.25% associado a aplica¢do da PDT.

Palavras-Chave: Enterococcus faecalis. Hipoclorito de sédio. Terapia Fotodinamica.



ABSTRACT

Recent researches using the Photodynamic Therapy (PDT) have suggested that it can be
an endodontic therapy support with meaningful microbian reduction. The Enterococcus
faecalis microorganism has been the most prevailing species in cases of endodontic
treatment failure, as it is resistant to most of the intracanal medication as well as to the
chemical-mechanical preparation. This present study aims at evaluating the
photodynamic therapy effect on the microbian reduction in root canals that are infected
with Enterococcus faecalis. 30 recently extracted, single radiculated human teeth were
used, divided into 2 experimental groups and 2 control groups; furthermore, another
group with 2 teeth was evaluated through electronic microscopy sweeping to verify the
biofilm presence in the radicular canal. The indicator microorganism Enterococcus
faecalis was inoculated into the specimens for a 21-day period. In group 1 (n=10), the
chemical-mechanical preparation was carried out by using NaOCI at 5.25% as an
irrigating solution, and likewise in group 2 (n=10), followed by PDT at the end of the
preparation. Groups 3 and 4 (n=4) were the positive and negative controls, respectively.
An association of the methylene blue photosensitizer at 0.005% to a diode laser at low
intensity emitting at red, with wave length of 660 nm and 40 mW of energy power
during 180 seconds were used to perform the PDT. Some 300 um fiber optics was
coupled to the laser diode and it was inserted into the canal. Some microbiological
samples were collected before the instrumentation, right after it and 72 hours after it
(post-instrumentation). The units that formed grown colonies and the turbidity of the
medium were analyzed, the data obtained were tabled and statistically. Based upon the
results, the conclusion was that NaOCl at 5.25% irrigation as well as the PDT
application are important supporters to the microbian reduction.

Key words: Enterococcus faecalis. Photodynamic Therapy. Sodium hypochlorite.
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OBJETIVOS DO ESTUDO

OBJETIVO GERAL :

Avaliar o efeito da Terapia Fotodinamica em canais radiculares contaminados com

Enterococcus faecalis.

OBJETIVO ESPECIFICO :

Avaliar a reducdo microbiana quantitativa e qualitativa em canais radiculares

contaminados com Enterococcus faecalis, utilizando ou ndo a Terapia Fotodinamica.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a endodontia evoluiu substancialmente com o
desenvolvimento e ado¢do de novas tecnologias e materiais, facilitando o trabalho do
endodontista e diminuindo o tempo para execucdo do tratamento endoddntico. Apesar
disto, a maioria das falhas ou insucessos endodonticos, estd relacionada com a
persisténcia de microrganismos que resistiram ao preparo quimico-mecanico ou a
medicacdo intracanal (Siqueira & Rdcas 2008).

Abrigados na privilegiada anatomia do sistema de canais radiculares (SCR), os
microrganismos ndo podem ser alcancados pelas defesas do hospedeiro ou pelo uso
sistémico de antibidticos. A eliminacdo microbiana se da por meio da acdo mecanica
dos instrumentos e irrigacdo e da acdo antimicrobiana das solucGes irrigadoras e
medicacdo curativa intracanal. Os estudos demonstram que o0 preparo quimico-mecanico
com solucdo de hipoclorito de sédio em diferentes concentracdes ndo elimina
completamente todas as bactérias do SCR e cerca de 40% a 60% dos canais sdo
positivos para a presenca bacteriana (Bystrom & Sundqvist 1985, Sjogren et al. 1997,
Siqueira et al. 2007).

O sucesso do tratamento endoddntico é significativamente influenciado pela
presenca bacteriana no momento da obturacdo (Sjogren et al. 1997, Waltimo et al.
2005).

Para causar doenca persistente, a adaptacdo ao novo ambiente é crucial para 0s
microrganismos porque ocorre uma drastica reducdo nos nutrientes disponiveis. Os
microrganismos podem adquirir nutrientes remanescentes de tecido necrotico
localizados em istmo, irregularidades, tabulos dentinarios, ramificacfes e areas da raiz
ndo afetadas pela instrumentacdo e irrigacdo (Walton 1976, Siqueira et al. 1997).
Infiltracdo coronéria ou apical pode manter a fonte de nutrientes para bactérias
remanescentes.

O microrganismo Enterococcus faecalis (E. faecalis) tem sido a espécie mais
prevalente em casos de insucesso endoddntico. Peciuliene et al. (2000) isolaram este
microrganismo em 70% dos casos que apresentavam fracasso do tratamento
endodoéntico. Este microrganismo € resistente a maioria dos medicamentos intracanal,

inclusive ao hidrdéxido de célcio, tolerando um pH de até 11,5 (Siqueira & Lopes 1999),
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podendo crescer como uma monoinfeccdo, sendo sua erradicacdo extremamente
dificultada por métodos convencionais. O E. faecalis tem a capacidade de recuperar-se
de um periodo prolongado de escassez de nutrientes, com baixa atividade metabdlica,
em canais radiculares tratados, e até mesmo florescer quando a fonte de nutrientes €
restabelecida, mantendo sua viabilidade por um periodo de 12 meses. Sua presenca no
momento da obturacdo do canal radicular pode prover infeccdo subsequente por um
longo prazo (Figdor et al. 2003, Sedgley et al. 2005). E um microrganismo anaerdbio
facultativo, sendo um saprofita componente da microbiota intestinal. Raramente é
encontrado em infecgBes endoddnticas primarias, no entanto é a espécie frequentemente
isolada nos casos de insucesso do tratamento endoddntico. Ndo é um microrganismo
residente da microbiota da cavidade oral indicando que uma infec¢do exdgena foi
responsavel pela contaminacdo do SCR, sobrevivendo apds o preparo quimico-
mecanico e a obturagdo do canal radicular (Siren et al. 1997, Sundqvist et al. 1998).

A Terapia Fotodindmica, também conhecida como PDT, acr6nimo de
Photodynamic Therapy, surge como uma promissora terapia antimicrobiana. Envolve a
utilizacdo de um fotossensibilizador (corante), que é ativado pela luz de um especifico
comprimento de onda na presenca de oxigénio. A transferéncia de energia do
fotossensibilizador ativado para o oxigénio disponivel resulta na formacdo de espécies
toxicas de oxigénio, conhecido como oxigénio singleto e radicais livres. Estes sdo
espécimes quimicos altamente reativos que danificam proteinas, lipedes, acidos
nucléicos e outros componentes celulares microbianos (Konopka & Goslinski, 2007).

Pesquisas recentes utilizando a PDT (Silva Garcez et al. 2006, Soukos et al.
2006, Garcez et al. 2007, Fimple et al. 2008, Fonseca et al. 2008, Garcez et al. 2008)
tém sugerido que a mesma pode ser utilizada como um coadjuvante do tratamento
endoddntico, com uma significativa redu¢do microbiana, destruindo microrganismos
remanescentes no interior do SCR ap0s preparo quimico-mecanico convencional. Nao
h& desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos, sendo uma técnica de facil
répida aplicagdo clinica, podendo ser utilizada em tratamentos endoddnticos realizados
em sessao Unica ou multiplas sess6es, complementando a antissepsia do SCR.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da Terapia Fotodindmica
na reducdo microbiana em canais radiculares contaminados com Enterococcus faecalis

em um estudo comparativo in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa PUC Minas e
possui registro CAAE — 0185.0.213.000-08.

Foram utilizados 30 dentes unirradiculados humanos, extraidos por motivos
diversos, doados de forma livre e espontanea (com termo de consentimento
devidamente preenchido). Os dentes foram radiografados, sendo descartados para a
amostra 0s que apresentavam: rizogénese incompleta, reabsorcGes internas e externas,
linhas de fratura, raizes curvas, canais obturados ou caries extensas. Por outro lado, 0s
dentes tiveram como critérios de inclusdo: canais e raizes retas, com rizogénese
completa e com no minimo 16 mm de raiz, mensurados da margem cervical (juncédo

cemento-esmalte) ao vértice radicular.

PREPARO DA AMOSTRA

Os remanescentes de calculos e debris organicos aderidos a superficie radicular,
foram removidos com a utilizacdo de curetas universal para raspagem periodontal,
nameros 13-14 (SS White Artigos Dentérios, Rio de Janeiro, Brasil). Os dentes foram
armazenados em solucdo de hipoclorito de sédio a 0.5% (Lenza Farmacéutica, Divisdo
Odontoldgica, Belo Horizonte, Brasil) por um periodo de 2 a 4 semanas até 0 momento
da execucdo do preparo do SCR. As coroas foram removidas na jungdo cemento-
esmalte com disco diamantado (KG Sorensen Ind. Com. Ltda, S&o Paulo, Brasil). Os
canais foram instrumentados sequencialmente com lima tipo-K namero # 15 (Dentsply
Maillefer, Ballaiguess, Swiss) até o numero # 20 (Dentsply Maillefer, Ballaiguess,
Swiss), no nivel do forame apical, que foi estabelecido por meio de visualizacéo direta.
A instrumentacdo preliminar foi auxiliada pela irrigacdo com 1 mL de solucdo de
hipoclorito de sédio a 5.25% (Lenza Farmacéutica Ltda, Belo Horizonte, Brasil) entre
cada lima. Para remover a smear layer, o canal radicular foi inundado com 1 mL de
solucédo de EDTA 17%, pH7.4 (Lenza Farmacéutica Ltda, Belo Horizonte, Brasil) por 3
minutos, seguido de irrigacdo final com a solucgéo de hipoclorito de sodio a 5.25 %.
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Apo6s a secagem do canal com ponta de papel absorvente # 20 (Endopoints
Industrial da Amaz6nia, Manacapuru, Brasil), uma lima tipo-K # 20 foi estabilizada no
comprimento de trabalho (CT), determinado em 1 mm aquem do forame apical. A
seguir, o forame apical e os 3 mm finais da raiz foram selados com duas camadas de
cianocrilato (Super Bonder, Henkel Loctite Adesivos Ltda., Itapevi, Brasil). Cada raiz
foi acoplada na porcdo central de uma tampa de borracha de um recipiente de vidro
(Fig.1). Essa unidade experimental foi esterilizada por gas de éxido de etileno (Curar
Centro de Esterilizacdo Ltda, Belo Horizonte, Brasil), sendo empacotada

adequadamente (Fig.2).

Fig. 1- Unidade experimental

Fig. 2- Esterilizagdo por 6xido de etileno

MICRORGANISMO INDICADOR
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Foi utilizado o microrganismo indicador proveniente da American Type Culture
Colletion (ATCC) — Enterococcus faecalis (ATCC 4083).

INOCULACAO MICROBIANA

Os canais radiculares foram contaminados com suspensdo de Enterococcus
faecalis (E. faecalis). O microrganismo foi semeado em meio sélido, Agar Brain Heart
Infusion - BHI (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Para o preparo da suspensao, 3
a 5 colbnias de um cultivo de 24 horas foram inoculadas em 5 mL de &gua destilada e
ajustadas a escala de turvacdo de Mc Farland (3x10® células / mL). Dessa suspensao
microbiana foi retirado 1 mL para o preparo de uma nova suspensdo em 10 mL de caldo
BHI (Difco Laboratories, Detroit, MIl, USA). Apds 5 horas de incubacéo a 37° C, em
condigé@o de aerobiose, cada unidade experimental recebeu aproximadamente 20 ul da
suspensdo bacteriana, suavemente injetada em cada canal radicular, por meio da seringa
plastica Injex (Ind. Cirurgica Ltda, Sdo Paulo, Brasil - Fig.3). Posteriormente, uma lima
tipo k # 15 foi utilizada para conduzir até o CT a suspensdo bacteriana. Cada unidade
experimental foi colocada num frasco plastico com tampa rosqueavel estéril (J. Prolab,
S&o José dos Pinhais, Brasil - Fig.4), incubados por 24 horas em 37 °C, também em
condicdo de aerobiose. Em intervalos de 48 horas os canais radiculares foram
reinoculados com suspensdo fresca de E. faecalis, preparada conforme descrito

anteriormente por um periodo de 21 dias.
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Fig. 3- Inoculacdo E. faecalis Fig. 4- Frasco plastico estéril

DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os canais radiculares foram divididos em 2 grupos experimentais e 2 grupos
controles, sendo 1 controle positivo e 1 controle negativo. No grupo 1 (n=10), foi
realizado o preparo quimico-mecanico utilizando como irrigante solucdo de NaOCI
5.25% (Lenza Farmacéutica, Divisdo Odontoldgica, Belo Horizonte, Brasil). No grupo
2 (n=10), foi realizado o preparo quimico-mecénico sendo 0s canais irrigados com
NaOCI 5.25%, seguido da utilizacdo de PDT. Um grupo controle positivo com 4 canais,
instrumentados e irrigados com solucdo salina 0.85% (Lenza Farmacéutica, Divisao
Odontoldgica, Belo Horizonte, Brasil) e um grupo controle negativo com 4 canais que
ndo receberam inoculagdo do microrganismo indicador. Outro grupo com dois
espécimes foram preparadas apds o periodo de 21 dias de inoculagdo microbiana para
analise com microscopia eletronica de varredura (MEV). As raizes foram sulcadas
longitudinalmente no sentido vestibulo-lingual com disco diamantado (KG Sorensen,
Sao Paulo, Brasil) e clivadas com forceps em hemipartes mesial e distal. Apos fixacao
em solucéo de glutaraldeido a 2.5% em solucdo de tampéo fosfato (PBS-pH7.2), por 12
horas, foi realizada a desidratacdo em série crescente de alcool etilico, por 20 minutos
cada, seguido de metalizagdo com ouro. Em seguida foi realizada a MEV (JEOL,
Akishima, Japdo) com aumentos de 7200 X. Foram avaliados os tubulos dentinérios, a
formacdo de biofilmes nas paredes do canal radicular e a coloniza¢do dos tubulos

dentinarios por E. faecalis. (Figs. 5 A e B)
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Figs.5 A - E. faecalis nas paredes dentinarias. B - E. faecalis no interior dos tibulos dentinrios.

PREPARO QUIMICO-MECANICO E TERAPIA FOTODINAMICA

Todos os canais foram instrumentados até o comprimento de trabalho com
técnica de instrumentacdo rotatdria, utilizando-se sequencialmente limas Protaper
(Dentsply Maillefer, Ballaiguess, Swiss), S1, S2, F1, F2, F3, sendo o preparo finalizado
com a Protaper F4 (# 0.40 mm). Durante todo o preparo foi realizada irrigacdo com
1 mL de hipoclorito de sodio a 5,25% entre cada troca de instrumento, utilizando-se
seringa pléastica estéril, descartavel, Injex (Ind. Cirlrgica Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Ao
final do preparo radicular, os canais foram irrigados com 1 mL de solucdo de EDTA
17%, pH7.4 (Lenza Farmacéutica Ltda, Belo Horizonte, Brasil) por 3 minutos, seguido
de irrigacao final com 1 mL de solucdo de hipoclorito de sédio a 5.25 %.

Para realizagdo da PDT foi utilizado a associagdo do fotossensibilizador azul de
metileno 0.005% (Chimiolux, Hypofarma, Belo Horizonte, Brasil) ao laser Twin Flex
(MMOptics, Sao Carlos, Brasil ) com comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 40
mW, totalizando 1,8 J de energia em area de spot. Foi utilizado uma fibra ética
(MMOptics, Sao Carlos, Brasil) com 300 um acoplada ao laser diodo, a qual foi
inserida 2 mm aquém do CT, onde ficou parada, para permitir um melhor espalhamento
da luz (Fig.6).
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Fig.6- Aplicacéo laser com fibra 6ptica

Previamente a colocacdo do fotossensibilizador, os canais foram irrigados com
1 mL de solucdo salina 0.85 % e em seguida secos com pontas de papel absorvente
Endopoints (Endopoints Industrial da Amazonia, Manacapuru, Brasil) de tamanho FM.
O fotossensibilizador foi colocado no interior do canal por meio de seringa plastica
Injex, estéril, descartavel, com agulha gauge 23 e deixado por 5 minutos como tempo de
pré-irradiacdo. Decorrido este periodo, foi feita a irradiacdo com fibra 6tica por 180
segundos. Foram obtidas amostras microbiolégicas antes da instrumentacao,
imediatamente apos e 72 horas pés-instrumentacdo. Os canais foram preenchidos com
solucéo salina 0.85% por meio seringa pléstica Injex, estéril, descartavel, agulha gauge
23 e cada amostra foi obtida com 3 pontas de papel absorvente de tamanho FM,
previamente esterilizadas por 6xido de etileno, que permaneceram no canal por um
periodo de 1 minuto. Entre cada procedimento de coleta, os canais foram novamente
preenchidos com solucéo salina 0.85%, de modo que sempre continuavam hidratados
para obtencdo da amostra. As pontas de papel absorvente foram entdo transferidas para
tubos contendo 2 mL de solugdo salina a 0.85% e agitados por 1 minuto em Vortex
(Eletrolab, S&o Paulo, Brasil). Para avaliagdo quantitativa, foi realizado diluicGes em
triplicata e aliquotas de 01 mL do especime puro e das diluicdes de 107" a 107 foram
semeadas em meio BHI, incubados a 37°C, por 48 horas, em condi¢bes de aerobiose.
Apo0s o periodo de incubagdo e a partir dos crescimentos obtidos, foram realizadas a
contagem e observacdo das caracteristicas morfologicas coloniais tipicas do grupo
microbiano estudado.

Para a avaliacdo qualitativa, e de maneira similar, as amostras microbioldgicas
foram obtidas dos espécimes puros, através de trés pontas de papel absorvente utilizadas
antes da instrumentacdo, imediatamente ap0s e 72 horas pos-instrumentacdo. Em
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seguida foram semeadas em triplicata, em caldo BHI, incubadas nas mesmas condic¢des
anteriores e avaliadas por meio de auséncia ou presenca de turbidez dos meios.

Para obtencdo das caracteristicas morfotintoriais dos microrganismos
recuperados, as amostras estudadas foram observadas pelo método de coloracdo de
Gram (Fig.7).

Fig.7- E. faecalis corado pelo método de Gram

Os dados quantitativos obtidos foram tabulados e analisados estatisticamente
pelo teste paramétrico de Anova, seguido pelo teste de Bonferroni. Da mesma forma, os
dados qualitativos foram avaliados pelo teste Q de Cochran e pelo teste exato de Fisher.
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RESULTADOS

O efeito da Terapia Fotodindmica em canais radiculares contaminados com
E. faecalis foi avaliado em um estudo comparativo in vitro por meio de avaliagdo
quantitativa, pela contagem de unidades formadoras de coldnias e por meio de avaliagéo
qualitativa, pela turbidez do meio. Os resultados foram listados nas tabelas numeradas
delad.

Tabela 1
Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e Log10

Grupo controle positivo — Solucdo salina 0,85 %

Leitura Pré-instrumentagéo Pés-instrumentacao 72 Horas

Dente UFC Log 10 UFC Log 10 UFC Log 10
1 3,52 x10¢ 6,546 3,7x10 1,568 1,9 x 102 2,278
2 1,8 x10°8 6,255 4,3 x10 1,633 1,02 x102 2,008
3 4,4 x10° 6,643 7,8 x10 1,892 6,3x 10 2,008

4 1,54 x 108 6,187 9,1x10 1,959 5,6x10 1,799




Tabela 2
Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) e Log10

Grupo experimental - NaOCl 5.25%

Leitura Pré-instrumentacéo Pds-instrumentacéo 72 Horas
Dente UFC Log10 UFC Log10 UFC Log10
1 1,52 x10° 5,181 0 0 0 0
2 5,28 x10° 5,722 0 0 0 0
3 1,7 x10° 5,230 9,1x10 1,959 0 0
4 6,8 x10° 5,832 0 0 0 0
5 1,7 x108 6,230 0 0 0 0
6 1,04 x 108 6,017 0 0 0 0
7 1,0 x 10° 6,000 0 0 0 0
8 1,14 x10¢ 6,056 0 0 0 0
9 1,18 x 10° 5,071 0 0 0 0
10 2,9 x108 6,462 0 0 0 0
Tabela 3
Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) e Log10
Grupo experimental NaOCI 5.25%, seguido de PDT
Leitura Pré-instrumentacéao Pés-instrumentagdo 72 Horas
Dente UFC Log10 UFC Logl10 UFC Log10
1 4,2 x10° 6,623 0 0 0 0
2 3,0 x10¢ 6,477 0 0 0 0
3 4,5 x104 4,653 0 0 0 0
4 2,04 x10° 5,309 0 0 0 0
5 1,1 x10°¢ 6,041 0 0 0 0
6 1,34 x10° 6,127 0 0 0 0
7 4,3 x10° 5,633 0 0 0 0
8 1,96 x10° 5,292 0 0 0 0
9 1,7 x10°8 6,230 0 0 0 0
10 2,2x10° 5,342 0 0 0 0
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Tabela 4
Avaliacéo da turbidez do meio. Positiva (+) ou Negativa (-)

Grupo controle negativo

Dentes Turbidez

A~ W N

Tabela 5
Avaliacgéo da turbidez do meio. Positiva (+) ou Negativa (-)
Grupo controle positivo — Solucao salina 0.85%

Dentes Pré-Instrumentacédo Pds- Instrumentagdo 72 Horas

A W N
+

+ o+ o+

+ o+ o+




Tabela 6
Avaliagéo da turbidez do meio. Positiva (+) ou Negativa (-)

Grupo experimental — NaOCI 5.25%

30

Dentes Pré-Instrumentagéo Pés-Instrumentagéo 72 Horas
1 + _ _
2 + + _
3 + _ _
4 + + _
5 + _ _
6 + _ _
7 + + _
8 + B B
9 + B B
10 + _ _

Tabela 7
Avaliacdo da turbidez do meio. Positiva (+) ou Negativa (-)
Grupo experimental — NaOCI 5.25%, seguido de PDT

Dentes Pré-Instrumentacéao Pds-Instrumentacao 72 Horas
1 + _ _
2 + + _
3 + + _
4 + _ _
5 + _ _
6 + _ _
7 + _ _
8 + _ _
9 +

[ERN
o
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Tabela 8: Valores médios da avaliacdo de UFC (Log10)

Pré-Instrumentacao Pos-Instrumentacédo 72 Horas Valor de P

Solucgdo salina 6,4078 1,7630 1,9583  P<0,01
NaOCl 5,7801 0,1959 0 P<0,01
NaOCI + PDT 57727 0 0 P<0,01

O valor de P foi obtido pelo teste de Anova

Tabela 9: Valores médios da avaliacdo da turbidez do meio:

Positiva (+) ou Negativa (-)

Pré-Instrumentagéo Pos-Instrumentacéo 72 Horas Valor de P
Turbidez + - + - + -
Solucdo salina
(n=4) 4 0 4 0 4 0  P>005
NaOCl
(n=10) 10 0 3 7 0 10 P<005
NaOCl +
PDT(n=10) 10 0 2 8 0 10 P<005

O valor de P foi obtido pelo teste exato de Fisher
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DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, a endodontia evoluiu substancialmente com o
desenvolvimento e adogéo de novas tecnologias e materiais, facilitando o trabalho do
endodontista e diminuindo o tempo para execucdo do tratamento endodontico. Apesar
disto, a maioria das falhas ou insucessos endodonticos, estd relacionada com a
persisténcia de microrganismos que resistiram ao preparo quimico-mecanico ou a
medicacdo intracanal (Siqueira & Rogas 2008).

A eliminacdo da microbiota do SCR é um dos principais objetivos da terapia
endodéntica. Os microrganismos e seus subprodutos possuem papel crucial no
desenvolvimento de infeccdo na polpa e nos tecidos periapicais (Kakehashi et al. 1965).

Microrganismos localizados em ramificages, istmos, tUbulos dentinérios,
podem escapar dos efeitos dos instrumentos e irrigantes usados durante o procedimento
quimico-mecanico de limpeza do SCR (Nair et al. 2005).

A microbiota do canal radicular presente nos casos de infeccdo primaria difere
dos casos de fracasso endodontico, mesmo quando estes foram relativamente bem
tratados. A infeccdo priméria é mista, com equilibrio entre gram-positivos e gram-
negativos, com predominio de anaerdbios estritos. Nos casos de fracasso da terapia
endodéntica, a microbiota apresenta prevaléncia de bactérias anaerdbias facultativas
gram-positivas (Molander et al. 1998, Sundqvist et al. 1998, Pinheiro et al. 2003,
Siqueira & Rocas 2008).

Nesta pesquisa, foi selecionado o E. faecalis como microrganismo indicador
porque 0 mesmo pode sobreviver na auséncia de sinergia com outros microrganismos e
parece tolerar as mudancas ecoldgicas no canal radicular e persistir melhor que outras
especies (Fabricius et al. 1982). O E. faecalis tem sido identificado em uma
consideravel proporcdo de dentes com lesdo periapical persistente que apresentam
tratamento endodontico tecnicamente bem realizado (Sundqvist et al. 1998) assim como
em tratamentos com obturacdo inadequada do canal radicular (Peciuliene et al. 2000).

O E. faecalis, assim como outros microrganismos anaeréobios facultativos, pode
ser resistente aos agentes antimicrobianos, aos procedimentos endodonticos e a

medicacdo intracanal (Evans et al. 2002). Embora a habilidade do E. faecalis em
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penetrar nos tlbulos dentinérios possa ser questionada, uma vez que a dentina da por¢ao
apical dos dentes de humanos adultos é esclerética (Mjor et al. 2001), dificultando a
invasdo de microrganismos (Shovelton 1964), pesquisadores como Haapasalo &
@rstavik (1987) avaliando in vitro os tubulos dentinarios por meio de MEV, observaram
penetracdo bacteriana acima de 1.000 pm no interior dos tdbulos dentinarios. Por outro
lado, as ramificacbes do SCR sdo clinicamente mais importantes porque estdo em
contato direto com o periodonto (Nair et al. 2005).

Os resultados de tratamentos endoddnticos em sessao Unica foram avaliados por
pesquisadores (Oliet 1983, Pekruhn 1986), indicando sucesso em longo prazo da terapia
endoddntica. Entretanto, outros pesquisadores tém enfatizado a importancia do
tratamento em sessGes multiplas para erradicar toda a infeccdo do canal, contestando o
tratamento em sessdo Unica (Sjogren et al. 1997, Trope et al. 1999)

A solucdo de hipoclorito de sédio é uma das solucBes irrigadoras mais
empregadas no tratamento endoddntico. Nd8o h& um consenso geral a respeito da
concentracdo ideal da solucdo, considerando o efeito antimicrobiano e toxicidade sobre
os tecidos periapicais. Sua acdo antimicrobiana € proporcional a sua concentracao.
Microrganismos como o E. faecalis s&o resistentes ao NaOCI em baixas concentragdes
(Baumgartner & Cuenin 1992, Heling & Chandler 1998, Ayhan et al. 1999). Gomes et
al. (2001) avaliando a ag&o da atividade antimicrobiana da solucdo de hipoclorito de
sodio em varias concentragdes na eliminacdo do E. faecalis, concluiram que a
concentracdo de NaOCI a 5.25% foi a mais eficiente considerando o menor tempo para
eliminacéo.

Siqueira et al. (2000) avaliaram a redugdo microbiana proporcionada pelo
preparo quimico-mecénico com solugdo de NaOCI em concentracfes de 1%, 2.5% e
5.25% sobre canais radiculares inoculados com E. faecalis. Os resultados deste estudo,
sugerem que o uso regular e de grandes quantidades de irrigantes pode manter a agédo
antibacteriana da solugdo de NaOCI, compensando o efeito da concentracdo. A solugédo
de NaOCl a 5.25% foi a que apresentou o melhor resultado na reducdo microbiana.

A Terapia fotodinamica desponta como uma nova terapia, coadjuvante ao
tratamento endoddntico, na tentativa de eliminar microrganismos persistentes ao

preparo quimico-mecanico. Sendo de facil aplicacéo clinica, ndo desenvolve resisténcia
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microbiana, podendo ser indicada em tratamentos endoddnticos em sessdo Unica ou
maltiplas sessoes.

Vérios métodos in vitro foram utilizados para avaliar a eficiéncia da PDT (Silva
Garcez et al. 2006, Soukos et al. 2006, Foschi et al. 2007, Fimple et al. 2008, Fonseca
et al. 2008). Entretanto, no presente trabalho a prévia dilatacdo do canal radicular foi
limitada a acdo de dois instrumentos tipo K # 15 e 20, visando realizar uma simulacéo
mais parecida com a realidade clinica. Este procedimento foi realizado no estudo de
Siqueira et al. (2000). Outras pesquisas realizaram o preparo completo do canal
radicular previamente a inoculagdo do microrganismo, com tempo médio de inoculagdo
e incubagéo de 48 ou 72 horas (Silva Garcez et al. 2006, Soukos et al. 2006, Foschi et
al. 2007, Fimple et al. 2008, Fonseca et al. 2008). A carga microbiana inoculada na
maioria dos trabalhos foi correspondente a escala 1 de Mc Farland, o que também foi
utilizada na presente pesquisa. Embora a carga microbiana inoculada tenha sido
semelhante, diferentemente destes estudos, a inoculacdo e incubagdo no presente estudo
foram realizadas por um periodo de 21 dias, em intervalos de 48 horas, com repique
bacteriano de 24 horas, visando uma total contaminacdo do SCR. Neste sentido, ndo foi
observado a carga microbiana inicial, obtida por amostras biol6gicas previamente aos
procedimentos endoddnticos nos referidos estudos (Silva Garcez et al. 2006, Soukos et
al. 2006, Foschi et al. 2007, Fimple et al. 2008, Fonseca et al. 2008). No presente
estudo, a cultura inicial apresentou uma média 5.28 x 10° nos grupos experimentais,
previamente ao inicio dos procedimentos.

Na endodontia, os fotossensibilizadores derivados das fenotiazinas, compostos
heteroaromaticos triciclicos, corantes azuis, como o corante azul de toluidina e o azul de
metileno tém sido amplamente empregados nas pesquisas envolvendo PDT (Seal et al.
2002, Soukos et al. 2006, Foschi et al. 2007, Fimple et al. 2008, Fonseca et al. 2008). O
azul de metileno tem sido utilizado como alvo para microrganismos da microbiota
endodontica (Soukos et al. 2006, Foschi et al. 2007, Fimple et al. 2008). Em razéo de
sua natureza hidrofilica, acompanhada de baixo peso molecular (Wainwright 1998), o
corante azul de metileno (Chimiolux) foi utilizado no presente estudo. Possui banda de
absorcdo ressonante com o comprimento de onda da fonte de luz utilizada e uma
concentracdo de 0.005%, superior a concentracdo utilizada na maioria dos trabalhos
similares (Soukos et al. 2006, Foschi et al. 2007, Fimple et al. 2008).
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A fibra optica empregada na presente pesquisa possui um comprimento de 55
mm, didmetro inicial de 1 mm, com reducdo do diametro, de modo que na ponta o
diametro é de 0,3 mm. Segundo o fabricante, a poténcia de saida da fibra dptica é de 10
mW. Considerando a poténcia do aparelho ajustada em 40 mW, h& uma perda de
poténcia da ordem de 30 mW. Portanto, trabalhando com um tempo de exposicédo de
180 segundos, alcancamos uma energia de 1,8 J em &rea de spot, similar ao estudo de
Silva Garcez et al. (2006). Por outro lado, considerando a area de 0,3 mm da ponta da
fibra dptica, obteve-se uma densidade de energia de 2546,0 J/cm2, superior a todas as
pesquisas reportadas (Seal et al. 2002, Silva Garcez et al. 2006, Soukos et al. 2006,
Foschi et al. 2007, Fimple et al. 2008, Fonseca et al. 2008). Segundo Fimple et al.
(2008), aumentando a concentracao do azul de metileno e a densidade de energia da luz
(JJem2), ha um aumento na destruicdo bacteriana. Ainda em relacdo ao
fotossensibilizador, foi utilizado como tempo de pré- irradiagdo os mesmos tempos
utilizados em estudos similares (Soukos et al. 2006, Foschi et al. 2007).

Os parametros da luz utilizados, poténcia, densidade de energia e tempo de
exposicdo foram capazes de melhorar a reducdo da carga microbiana, nas condicdes
testadas, com um tempo de aplicagédo reduzido em relacdo a outros protocolos sugeridos
em outras pesquisas (Soukos et al. 2006, Foschi et al. 2007, Fimple et al. 2008, Fonseca
et al. 2008).

Os resultados do estudo quantitativo, do grupo controle positivo, evidenciaram
a importancia da utilizacdo de uma solucdo irrigadora com acao antimicrobiana como o
NaOCI. Foi verificado reducdo da carga microbiana utilizando-se solucdo salina a
0.85% devido ao efeito fisico da irrigacdo, concordando com os achados de Bystrom &
Sundgvist (1983). No entanto, foi observado o crescimento bacteriano quando
decorridas 72 horas pos-instrumentacdo, indicando a viabilidade e presenca de
microrganismos remanescentes. Na avaliacdo qualitativa, em todas as amostras
microbiologicas foi confirmado a presenca microbiana por meio da turbidez do meio.

No grupo controle negativo, nao foi verificado a presenga microbiana por meio
da turbidez do meio, comprovando a esterilizagdo dos espécimes por Oxido de etileno.

No grupo experimental com NaOCI a 5.25% foi observado a dréstica redugéo
microbiana pés-instrumentacdo. No estudo quantitativo, em apenas uma amostra dos

especimes foram recuperados microrganismos, em numero de UFC. Quando foi
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utilizado a PDT como coadjuvante do preparo quimico-mecéanico houve reducdo de
100% da carga microbiana em nudmero de UFC, sugerindo a auséncia de
microrganismos cultivaveis. Os mesmos grupos experimentais apresentaram resultados
diferentes quando avaliados pela turbidez do meio. No grupo NaOCI a 5.25% foi
verificado a presenca de 3 espécimes ainda contaminados pds-instrumentacgéo,
caracterizando uma reducdo de 70%. No grupo NaOCI a 5.25%, seguido de PDT, foi
observado a presenca de microrganismos em 2 espécimes com carga microbiana pos-
instrumentacdo, atingindo uma reducdo de 80%. Nao foi verificada a presenca
microbiana nos mesmos grupos quando avaliados em 72 horas p6s-instrumentacéo.

Os resultados avaliados pelos estudos qualitativos e quantitativos apresentaram
divergéncias, mas apresentam justificativas. O E. faecalis pode estar presente em
numeros abaixo do detectavel pela contagem de UFC, quando avaliados pelo método de
cultura. Gomes et al. (2006) avaliaram a ocorréncia relativamente alta do E. faecalis em
infecgBes primarias quando o método de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi
empregado para identificar e compararam com o método de cultura convencional. O E.
faecalis foi identificado em 82% dos casos versus 4% para 0 método de cultura.
Entretanto, pela avaliacdo da turbidez do meio, pode-se verificar a presenca do E.
faecalis, possivelmente viavel, como remanescente do preparo quimico-mecanico e da
PDT mas em niimero ndo capaz de ser recuperado em meio s6lido (Agar BHI).

Deve-se considerar que um estudo in vitro ndo é capaz de simular todas as
condi¢cdes microbiolégicas de uma situacdo clinica, mas a PDT desponta como uma
possibilidade a ser empregada como coadjuvante do tratamento endodéntico, tanto em
sessdo Unica como em multiplas sessdes, na tentativa de reduzir ou eliminar

microrganismos persistentes.

Os resultados avaliados foram promissores quando utilizada a PDT associada a
irrigacdo com NaOCI 5.25%, entretanto, sob o ponto de vista da analise estatistica ndo

houve diferenca significativa entre os grupos.
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CONCLUSOES

Considerando as condicGes experimentais em que foi realizada a presente

pesquisa e 0 microrganismo indicador, podemos concluir que:

e Os resultados obtidos evidenciaram melhor redugdo microbiana quando

utilizado a irrigacdo com NaOCIl a 5.25% associado a aplicacdo da PDT.
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ARTIGO Il

TERAPIA FOTODINAMICA NA ENDODONTIA: REVISAO DE

LITERATURA

RESUMO

A persisténcia de microrganismos remanescentes ao preparo quimico-mecanico ou a
medicacdo intracanal estd relacionada como a principal causa de insucesso na
endodontia. A Terapia Fotodindmica desponta como uma promissora terapia
antimicrobiana sendo utilizada como coadjuvante do tratamento endoddéntico. Sendo
uma técnica de facil e rapida aplicacdo, pode ser utilizada em sessdo Unica ou multiplas
sessOes, ndo desenvolvendo formas de resisténcia microbiana. O presente estudo
objetiva discutir os principais fatores que envolvem a Terapia Fotodindmica e sua

utilizagdo no tratamento endodontico por meio de uma reviséo de literatura.

Palavras-chave: Endodontia. Terapia Fotodinamica.
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PHOTODYNAMIC THERAPY IN ENDODONTICS: REVIEW OF

LITERATURE

ABSTRACT

The persistence of remaining microorganisms to either chemical-mechanical preparation
or intracanal medication is reported as the main failure cause in endodontics. The
photodynamic therapy has risen as a promising antimicrobian therapy as a support to
endodontic treatment. As it is easily and quickly applied, it can be used both in a single
session or in multiple ones, besides not allowing forms of microbian resistance. The
present study aims at discussing the principal factors that involve the photodynamic
therapy as well as its application in the endodontic treatment through a literature review.

Key words: Endodontics. Photodynamic Therapy.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a endodontia evoluiu substancialmente com o
desenvolvimento e ado¢do de novas tecnologias e materiais, facilitando o trabalho do
endodontista e diminuindo o tempo para execucdo do tratamento endodéntico. Apesar
disto, a maioria das falhas ou insucessos endodonticos, estd relacionada com a
persisténcia de microrganismos que resistiram ao preparo quimico-mecanico ou a
medicacdo intracanal?.

A Terapia Fotodinamica desponta como uma nova terapia, coadjuvante ao
tratamento endodéntico, na tentativa de eliminar microrganismos persistentes ao
preparo quimico-mecanico. Sendo de facil e rapida aplicacdo clinica, ndo desenvolve
resisténcia microbiana, podendo ser indicada em tratamentos endoddnticos em sessao
Unica ou maltiplas sessoes.

O presente artigo tem como objetivo fazer uma revisdo de literatura sobre a

utilizacdo da Terapia Fotodindmica na endodontia.

HISTORICO
A utilizacdo da luz como agente terapéutico tem sido empregada no tratamento
de doencas desde a antiguidade. No Egito, India, e China, utilizava-se a luz solar para
tratamento de doencas da pele como psoriase, vitiligo, e cancer. O famoso médico grego
Herddoto, enfatizava a importancia da exposicéo a luz solar para restauragao da saude?.
O conceito de morte celular induzido pela interacdo de luz e substancias
quimicas é reconhecido ha mais de 100 anos. No ano de 1900, as primeiras experiéncias

com tratamento fotodindmico foram relatas por Oscar Raab, um estudante de medicina,
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e seu professor, Herman Von Tappeiner em Munique. Eles estudaram o efeito do
corante de acridina sobre culturas de paramécios, e descobriram que a combinacdo do
corante de acridina e luz foi letal para os mesmos. Durante uma tempestade com
ocorréncia de muitos raios, houve alteracdo das condi¢cdes luminosas do ambiente no
momento dos experimentos, 0 que levou os autores a postularem que este efeito era
causado pela transferéncia da energia da luz para a substancia quimica, similar ao que
ocorre nas plantas pela absorcdo da luz pela clorofila. Nem a luz ou o corante
isoladamente tiveram qualquer efeito aparente sobre os paramécios, mas juntos eles

foram altamente citotoxicos?3.

MECANISMO DE INTERACAO

A Terapia Fotodindmica, também conhecida como PDT, acrébnimo de
Photodynamic Therapy, surge como uma promissora terapia antimicrobiana. Envolve a
utilizacdo de um fotossensibilizador (corante), que é ativado pela luz de um especifico
comprimento de onda na presenca de oxigénio. A transferéncia de energia do
fotossensibilizador ativado para o oxigénio disponivel resulta na formacdo de espécies
toxicas de oxigénio, conhecido como oxigénio singleto e radicais livres. Estes sdo
espécimes quimicos altamente reativos que danificam proteinas, lipedes, acidos
nucléicos e outros componentes celulares microbianos®.

E importante que a fonte de luz seja ressonante com o corante para que a PDT
seja efetiva na inviabilizagdo de células?.

A maioria das bactérias orais ndo absorve a luz visivel de lasers que operam em
baixa poténcia, com exce¢do de alguns microrganismos gram-positivos, Actinomyces

odontolyticus e Porphyromonas gingivalis, que sintetizam porfirinas endégenas®. A
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utilizacdo de um agente de absorcdo dptica ndo toxico que se fixe a parede celular
bacteriana atraindo para si a luz laser é necessario para que ocorra a acdo antimicrobiana
sobre as bactérias orais.

Quando uma molécula aromatica absorve luz de certa quantidade de energia, ela
pode sofrer transicdo eletrébnica ao estado excitado singleto (spin eletrdnico
emparelhado). Dependendo da estrutura molecular e do ambiente, a molécula pode
perder sua energia por processos fisicos ou eletronicos, retornando ao seu estado
fundamental, ou pode sofrer transicdo ao estado excitado tripleto (spin eletronico
desemparelhado). Neste estagio, a molécula pode sofrer novamente decaimento
eletronico e retornar ao seu estado fundamental, sofrer reacdo redox com o ambiente ou
sua energia de excitacao ser transferida ao oxigénio molecular conduzindo a formacéo
do oxigénio singleto instavel. A habilidade da molécula em formar reacdo redox ou
oxigénio singleto depende da producéo suficiente de moléculas no estado tripleto, que
por sua vez depende da taxa de decaimento de ambos estados tripleto e singleto
inicialmente formados®.

Segundo Machado’ (2000), a reacdo envolvida decorre primariamente da
excitacdo eletrénica do corante pela luz, seguida de dois mecanismos principais de
reacdo a partir do seu estado excitado. Na reacdo do tipo I, ocorre transferéncia de
elétron entre o fotossensibilizador no estado tripleto excitado e componentes do sistema,
gerando ions-radicais que tendem a reagir com o oxigénio no estado fundamental,
resultando em produtos oxidados, como perdxido de hidrogénio, ions hidroxila, radicais
hidroxila, anion superoxido, que sdo toxicos aos microrganismos. Na reacéo do tipo I,
ocorre a transferéncia de energia do fotossensibilizador no estado tripleto, com a

geracdo de oxigénio singleto, um agente altamente citotoxico.
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Em PDT é dificil fazer distingdo entre os dois tipos de mecanismos, mas em
ambos, 0 mecanismo de dano a célula alvo é dependente da tensdo de oxigénio e
concentracdo do fotossensibilizador®. A reacdo do tipo Il é considerada como a
predominante no dano fotooxidativo s células microbianas®.

No caso dos fotossensibilizadores é importante que o estado tripleto seja bem
povoado (presenca de muitos elétrons / fotons) e relativamente maior duracdo. Se isto
ocorrer, o fotossensibilizador excitado tera tempo de reagir com seu ambiente
(transferéncia eletrénica / reacdes redox) ou transferir sua energia de excitacdo a uma
molécula de oxigénio e produzir o altamente reativo oxigénio singleto. Assim o
fotossensibilizador danifica os alvos bioldgicos principalmente por oxidag¢do. O
importante em PDT é a capacidade de excitar o fotossensibilizador em seu alvo e com

minimo de dano no tecido circunvizinhos3.

EFEITOS FOTOTOXICOS DA PDT

A destruicdo microbiana proporcionada pela PDT a nivel molecular ¢ bem
estabelecida em muitos casos. A reacdo do tipo | com dgua em meio microbiano pode
elevar os radicais hidroxila, que podem reagir com biomoléculas ou combinar-se para
formar perdxido de hidrogénio in situ. Os subsequentes resultados citotoxicos incluem a
remocao de hidrogénio de moléculas insaturadas como os fosfolipedes da membrana
citoplasmatica bacteriana, alterando a permeabilidade e integridade da membrana. A
inativacdo de enzimas da membrana e receptores também é possivel. Na reacdo do
tipo Il, o fotossensibilizador no estado tripleto transfere sua energia para o oxigénio
molecular, formando in situ o oxigénio singleto, que entdo reage rapidamente com

componentes celulares como a parede celular, &cido nucléico, peptideos e moléculas
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envolvidas na manutencdo estrutura da parede celular / membrana, tais como
fosfolipedes, esterdis e peptideos. O periodo curto de vida do oxigénio singleto
novamente assegura uma resposta localizada. A reagdo do tipo Il é geralmente aceita

como o principal caminho fotooxidativo no dano celular microbiano®.

TEMPO DE PRE-IRRADIACAO

O tempo de pré-irradiacdo corresponde ao tempo decorrido entre a aplicacdo do
fotossensibilizador no alvo e sua ativacdo pela luz. E um ponto critico para o sucesso da
PDT, uma vez que se o fotossensibilizador ndo estiver proximo ao alvo, sua ativacao
pela luz ira resultar na formacdo de espécies toxicas em local ndo desejado. A
morfologia microbiana pode variar com as espécies causando diferencas na localizacdo
do fotossensibilizador®.

O tempo necessario para absorcdo do corante antes da iluminacdo é importante
para o sucesso na PDT®. Nas aplicacBes da PDT antimicrobiana, espera-se que o corante
una-se ao microrganismo ou chegue a ultrapassar a barreira da membrana celular e neste

periodo o fotossensibilizador ndo sofra degradacdo antes da ativacdo pela fonte de luz.

FOTOSSENSIBILIZADORES

O fotossensibilizador deve possuir uma banda de absorcdo ressonante com o
comprimento de onda da fonte de luz a ser utilizada. Ele deve possuir estabilidade
biologica, eficiéncia fotoquimica, seletividade pela célula alvo e minimo efeito toxico as
células normais®.

Na endodontia, os fotossensibilizadores derivados das fenotiazinas tém sido

amplamente empregados nas pesquisas envolvendo PDT % 10411213 Ag fenotiazinas sdo
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compostos heteroaromaticos triciclicos, corantes azuis, como o corante azul de toluidina
e 0 azul de metileno. Em baixas concentracdes ndo produzem acgéo citotoxica e a dose
necessaria para a morte bacteriana € menor que a dose para causar danos a células,
como queratindcitos e fibroblastos™*.

Segundo Fimple et al. *2

(2008), aumentando a concentracdo do azul de metileno
e a densidade de energia da luz (J/cmz2), hd um aumento na destruicdo bacteriana. Os
principais alvos destes fotoabsorvedores parecem ser componentes do DNA e da
membrana celular, causando aumento de sua permeabilidade. De acordo com
Wainwright® (1998), sua banda de absorcéo da luz situa-se no comprimento de onda
entre 620 nm e 660 nm.

A fotossensibilizacdo de bactérias estd relacionada com a carga do
fotossensibilizador. Em geral, os de carga neutra ou positiva interagem eficientemente e
inativam bactérias Gram-positivas, enquanto que interagem em alguma extensdo na
membrana externa de bactérias Gram-negativas. A camada de poros de peptideoglicano
e &cido lipoteicdico na membrana citoplasmética externa de bactérias gram-positivas
permite a difusdo do fotossensibilizador. A membrana externa de bactérias Gram-
negativas age como uma barreira fisica e funcional entre as células e o meio bioldgico®
15.

Segundo Wainwright® (1998), as fenotiazinas sdo mais efetivas contra espécies
de microrganismos gram-positvos do que contra espécies Gram-negativas. O azul de
metileno tem sido utilizado como alvo para microrganismos da microbiota endoddntica
101112 "Em razdo de sua natureza hidrofilica, acompanhada de baixo peso molecular e
carga positiva, permite a passagem através dos canais de proteina-porina na membrana

externa de bactérias gram-negativas. O azul de metileno interage predominantemente
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com macromoléculas lipopolissacarides anionicas, participando assim, do processo de
fotossensibilizagdo®. Segundo Usacheva et al.’® (2003) o azul de toluidina, em um
estudo in vitro, interagiu com a endotoxina bacteriana (LPS) das bactérias Gram-
negativas mais significativamente que o azul de metileno, o qual pode ser um dos
principais fatores determinantes no efeito fotooxidativo contra bactérias Gram-

negativas.

FONTES DE ENERGIA

As primeiras fontes de luz utilizadas em PDT foram lampadas convencionais,
emitindo luz ndo coerente e policromatica, com um forte componente térmico
associado. O desenvolvimento dos lasers de diodo de baixa intensidade, com luz
monocromatica e coerente, facilitou a associacdo com fotossensibilizadores com banda
de absorcdo ressonante com o comprimento de onda emitido pelo laser. A dose de
radiacdo é facilmente calculada, a area de irradiacdo € controlada, focalizando o
tratamento. A luz pode ser transmitida por meio de fibra 6ptica, sendo que estas fibras
podem receber adaptacbes para melhor acessar a lesdo alvo, com microlentes e
difusores?:.

Os lasers de Hélio-neon (He-Ne) apresentaram bons resultados na reducdo
microbiana de diversas culturas de bactérias e fungos, utilizando os corantes azul de
toluidina e azul de metileno, demonstrando a importancia da ressonancia entre o corante
e 0 comprimento de onda emitido pela fonte de luz' .

Atualmente, sdo utilizados lasers de diodo, emitindo no espectro do vermelho,
em baixa intensidade, por serem bem absorvidos pelos tecidos biologicos. Na Terapia

Fotodinamica, os efeitos obtidos ndo sdo por incremento de temperatura, mas sim por
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reacOes fotoquimicas entre o fotossensibilizador, luz e o substrato. Pode-se variar a
densidade de poténcia (W/cm?2), o tempo de exposi¢do (S) ou ambos, mantendo-se a
mesma fluéncia ou densidade de energia (J/cm?). No entanto, uma densidade de
poténcia alta sobre um curto periodo de tempo pode oferecer resultados diferentes em
relacdo a destruicdo microbiana, quando comparado a uma densidade de poténcia baixa
aplicado por um periodo mais longo, embora a densidade de energia tenha sido a mesma
em cada caso®.

Uma fonte de luz alternativa para a PDT sdo os LEDs (diodos emissores de luz),
que podem ser utilizados como fontes de ativacdo em PDT, apresentando um baixo
componente térmico e luz monocromatica, com banda estreita de comprimento de
onda'®. Nos LEDs predomina o mecanismo espontaneo de radiacdo, com pouca energia
para geracdo de luz, apresentando largo espectro de luz ndo coerente e com maior

divergéncia'®.

PESQUISAS RECENTES NA ENDODONTIA

Fimple et al.!? (2008) investigaram in vitro a resposta de infeccdo
polimicrobiana em canais uniradiculados de humanos, submetidos & PDT, apos
sensibilizacdo com azul de metileno e exposicdo a luz. Os espécimes foram
contaminados com Actinomyces israelli, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis e Prevotella intermedia. Os canais radiculares foram expostos ao azul de
metileno (25 pg/mL) por 10 minutos e em seguida foram irradiados por meio de fibra
oOtica com laser emitindo no vermelho com comprimento de onda de 665 nm. Foram

feitas duas irradiacbes de 2.5 minutos com energia de fluéncia de 15 J/cm?, com
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intervalo de 2.5 minutos, totalizando 30 J/cm2. Os resultados obtidos com a PDT
alcancaram uma reducé@o microbiana de 80% nas unidades formadoras de coldnias.

Garcez et al.?® (2008) avaliaram os efeitos da PDT em 20 pacientes portadores
de dentes com necrose pulpar e lesdo periapical. Amostras microbiologicas foram
obtidas apds o preparo da cavidade de acesso dos canais radiculares. Posteriormente, 0s
canais foram preparados manualmente até uma lima tipo K # 35, sequido da aplicacédo
de PDT no final da primeira sessdo. Os canais foram preenchidos com pasta de
hidroxido de calcio e os pacientes atendidos ap6s uma semana. Novas amostras
microbioldgicas foram obtidas na segunda sessdo antes e apds nova aplicacdo de PDT.
Os resultados mostraram reducdo microbiana apés terapia endodoéntica, sendo que a
combinagdo com PDT aumentou a reducdo microbiana. Neste estudo, a segunda sessdo
com PDT foi significativamente mais eficiente que a primeira sessdo. Os resultados
sugerem que a PDT proporcionou uma reducao substancial da carga microbiana quando
associado ao tratamento endodéntico.

Fonseca et al.®®

(2008) avaliaram in vitro os efeitos da PDT em canais
radiculares de dentes humanos contaminados com Enterococcus faecalis. Os canais
foram sensibilizados com azul de toluidina em concentracdo de 0.0125 %. Os espécimes
foram irradiados com laser emitindo no vermelho com comprimento de onda de 660
nm, por meio de fibra 6tica com energia de fluéncia de 400 J/cm?, por 05 minutos e 20
segundos. Os resultados obtidos evidenciaram uma reducdo microbiana de 99.9% nas
unidades formadoras de colonias.

Foschi et al.*

(2007) investigaram os efeitos da PDT sobre espécies de
Enterococcus faecalis em canais radiculares de dentes extraidos. Os dentes foram

sensibilizados com azul de metileno (6.25 pg/ ml) por 05 minutos. Os canais foram
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irradiados por meio de fibra 6tica com laser emitindo no vermelho com comprimento de
onda de 665 nm e energia de fluéncia de 60 J/cm2. A PDT alcancou uma reducao de
77.5% na viabilidade do Enterococcus faecalis.

Soukos et al.® (2006) avaliaram in vitro os efeitos da PDT em dentes humanos
contaminados com biofilmes de Enterococcus faecalis. Os dentes foram expostos ao
azul de metileno (25 pg/mL) por 05 minutos e em seguida foram irradiados por meio de
fibra 6tica com laser emitindo no vermelho com comprimento de onda 665 nm, com
energia de fluéncia de 222 J/cm2. Os resultados evidenciaram uma reducdo microbiana
de 97 %.

Silva Garcez et al.?t

(2006) avaliaram in vitro a reducdo microbiana do
Enterococcus faecalis, submetido a PDT e com solugdo de hipoclorito de sodio 0.5%.
Foi utilizado o fotossensibilizador pasta-base de azuleno e os canais foram irradiados
com laser emitindo no vermelho com comprimento de onda 685 nm, por 03 minutos
com energia de 1.8 J. O fotossensibilizador sozinho ou laser sozinho ndo apresentaram

nenhum efeito bactericida. A solucdo quimica reduziu em 93.25 % a carga microbiana.

A reducé@o microbiana proporcionada pela PDT alcangou 99.2 % sobre o E. faecalis.

CONSIDERACOES FINAIS

Apos a revisdo de literatura, verificou-se que a Terapia Fotodindmica surge
como uma promissora terapia coadjuvante em endodontia, viabilizando a destruigdo
microbiana como um coadjuvante do tratamento endodéntico. Nao existe um protocolo
estabelecido em relagdo aos pardmetros da luz, fotossensibilizadores e tempo de
exposicdo. No entanto, surge uma nova perspectiva na eliminacdo de microrganismos

persistentes ao preparo quimico-mecanico na endodontia.
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ANEXOS

ANEXO A: APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PUCMINAS

ANEXO B: AFERICAO DA POTENCIA DO APARELHO LASER TWIN FLEX
MMOPTICS
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PUC Minas

Belo Horizonte, 11 de dezembro de 2008.

De:  Profa. Maria Beatriz Rios Ricci
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Para: Rodrigo Rodrigues Amaral
Programa de Mestrado em Odontologia

Prezado(a) pesquisador(a),

O Projeto de Pesquisa CAAE - 0185.0.213.000-08 “Avaliagdo do efeito da terapia fotodindmica
na desinfecgdo do sistema de canais radiculares” foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da PUC Minas.

Atenciosamente,

e Lo Lo /,/w bee—
_Profa. 1a triz RiosRieci

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — PUC Minas



Equipamento: TWIN FLEX

N° série: TC-654

Rrezado Dr. Rodrigo R. Amaral,

'
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Eugipameates Opio-Eletrdnions

Séo Carlos, 26 de maio de 2009.

0 equipamento enviado a MM Optics para manutencao sofreu os seguintes procedimentos:

1. Revisao geral;

2. Afericao da poténcia. OK;

Valores aferidos:

Temperatura = 25,5°

Poténcia Poténcia
referente medida (mW)
5 5,41
10 10,4
15 15,6
20 201
25 25,0
30 30,8
35 35.9
40 39.9

Temperatura = 25,4°C

Poténcia Poténcia

referente medida (mW)
5 6.1
10 10:5
15 15.7
20 20,7
25 25,9
30 31,0
35 358
40 40,7
50 50,14
60 61.0
70 70.6

Qualquer duvida ou problemas com o equipamento, por favor, nao hesite em nos contactar.

Cordialmente,

FQ 01.44.04 ver 0

www. mmao.com.br

-
NS

{ &

Danilo T. da Silva

Assisténcia Técnica
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Baixar livros de Turismo
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