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Lista de abreviaturas e simbolos

A comprimento de onda

pm micrometro

ug microgramas

nm nandémetro

ml mililitro

A area

P poténcia

T tempo

W watts

mW miliwatts

mJ milijoule

pps pulsos por segundo

Hz Hertz

°C graus celsius

ufc unidades formadoras de col6nias

Er-YAG Granada de itrio-aluminio dopada com érbio
Er.Cr.-YSGG Granada de itrio-escandio-galio dopada com

érbio e cromo



Nd:YAG
Ho:YAG
AsGaAl
He-Ne
EDTA

FDA

Granada de itrio-aluminio dopada com neodimio
Granada de itrio-aluminio dopada com hélmio
Arseneto de galio-aluminio

Hélio-nednio

Acido diamino-tetra acético

Food and Drug Administration



Laser em baixa intensidade associado a fotossensibilizador para

redugao bacteriana intracanal comparado ao controle quimico

Aguinaldo Silva Garcez Segundo

Resumo

A terapia fotodinamica consiste no uso de um corante que, ao absorver a luz em
comprimento de onda ressonante, é levado a um estado excitado. O fotossensibilizador
excitado reage entdo com um substrato, por exemplo o oxigénio, para produzir
oxigénio singleto altamente reativo, provocando assim morte microbiana ou celular. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a redug¢do bacteriana intracanal em canais
contaminados com Enterococcus faecalis. Trinta dentes com seus canais radiculares
preparados foram contaminados com E. faecalis. Dez dentes receberam a substancia
quimica hipoclorito de sédio a 0,5% por 30 minutos; dez dentes receberam uma pasta a
base do corante azuleno por 5 minutos e irradiagdo com um /aser de diodo, poténcia de
10 mW, A= 685 nm; dez dentes ndo receberam tratamento. A reducédo bacteriana foi
significantemente mais alta no grupo laser quando comparada ao grupo tratado com o
hipoclorito de sddio a 0,5. Estes resultados indicam que a terapia fotodinamica foi um

método efetivo de redugéo bacteriana.



Low-intensity laser coupled with photosensitizer to reduce bacteria in

root canals compared to chemical control

Aguinaldo Silva Garcez Segundo

Abstract:

The photodynamic therapy is a process in which a dye is associate with an appropriate
wavelength of light and this dye goes to an excited state. The excited reacts with
oxygen to form the highly reactive compound singlet oxygen, and this compound can kill
bacteria and tumor cells. The purpose of this study was to evaluate the bactericidal
reduction in root canal contaminated with E. Faecalis. Thirty teeth with their root canals
prepared were contaminated with E. faecalis. The teeth have received the chemical
substance sodium hypochlorite for 30 minutes; ten teeth have received the azulene dye
paste for 5 minutes and have been irradiated with a diode laser, output power 10mwW
and A= 685nm for 3 minutes. Ten teeth have not received treatment (control group). The
bacterial reduction was significantly higher for laser group when compared to chemical
and control groups. These results indicate photodynamic therapy as an effective

method to kill bacteria.
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1. Introducgao

O tratamento endoddntico tem como objetivo obter a reparagao
tecidual, permitindo ao dente seu retorno as atividades que lhe sdo
especificas, tanto estética quanto funcionalmente, o que chamamos de
processo de cura.

Sob este ponto de vista, o processo de cura depende
fundamentalmente de dois fatores: as condi¢des préprias de reparacgdo do
tecido e a presenca ou auséncia de infecgdo. Sabe-se que na presenca
de bactérias, havera um impedimento para o processo de cura. Nos casos
de tratamento endoddntico de polpas mortificadas, o objetivo do
profissional reside em limpar, modelar e desinfectar o canal radicular para
obter-se condi¢goes favoraveis a sua obturagdo. Sabe-se, ainda, que
quando o canal esta desinfectado, nada impede que se instale o processo
de cura.

Paiva & Antoniazzi, em 1993, mostrara que em uma simples incurséo
na histéria da endodontia, revela que desde seus primérdios a eliminag&o
do agente causal presente no interior do canal, tem sido o objetivo

fundamental da pratica endoddntica.



Atualmente, o tratamento endoddntico se faz através do
preparo quimico-cirurgico, que consiste no uso concomitante de
instrumentos manuais ou rotatérios e substancias quimicas. Sua eficiéncia
estéd diretamente relacionada ao acesso e instrumentagdo de todas as
paredes do canal radicular. Infelizmente ¢ dificil eliminar todos os
microorganismos e detritos organicos do canal radicular, utilizando-se os
métodos de preparo quimico-cirargico. A propria anatomia dos canais
radiculares dificulta o acesso e o intimo contato do instrumento
endodontico a todas as paredes do canal.

O tratamento endodéntico pode apresentar falhas quando todos os
passos de acesso, limpeza, desinfecgdo e obturagao do canal, atualmente
preconizados, ndo sao seguidos criteriosamente. A principal razéo para
que um dente n&o responda ao tratamento endoddntico € por causa de
erros durante os procedimentos de controle e prevencido da infecgéo
microbiana intracanal. Sem dulvida, o maior fator de falha em tratamentos
endoddnticos € a infecgdo microbiana do canal radicular e/ou do sistema
perirradicular. As falhas no controle da infecgdo podem ocorrer por fratura
de instrumentos, perfuragdes, sobreobturagdo, entre outros motivos.
Entretanto, em alguns casos, mesmo que todos os procedimentos

técnicos, tais como acesso aos canais, remog¢ao do tecido cariado,
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desinfecgdo, modelagem e obturagdo do sistema de canais, sejam
seguidos com o maximo de rigor possivel, alguns tratamentos ainda
falham. Evidéncias cientificas indicam que isto pode ser associado a
fatores microbianos, tais como infecgdes intra e/ou extra-radiculares.
(Siqueira Jr. 2001)

Quando falhas ocorrem no tratamento endodéntico, normalmente se
refaz o tratamento endodontico desobturando-se o canal e usando-se
substancias quimicas diversas no intuito de eliminar ou reduzir as
bactérias presentes no interior do canal. A literatura nos mostra que a
longo prazo, e dependendo dos fatores envolvidos, como a presenga de
lesdo periapical e do tamanho desta lesdo, o indice de sucesso do
retratamento ndo passa de 74% (Sundqvist et al 1998).

Com o objetivo de evitar a disseminag&do da infecgdo e o risco de
uma infecgdo sistémica, diversos antibioticos tém sido administrados aos
pacientes e isso tem levado ao aumento da resisténcia microbiana aos
antibidticos. Bactérias como o Enterococcus faecalis, descritas como
sendo originalmente resistentes e de dificil eliminagdo, vém se tornando
resistente a diversos antibidticos como eritromicina, ampicilina,
benzilpenicilina, clindamicina, metronidazol, tetraciclina (Dahen et al 2000,

Noda et al 2000, Zouain e Araj 2001) assim como resistente, também
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a diversos antimicrobianos como o hidroxido de calcio,
paramonoclorofenol canforado, clorexidina e hipoclorito de sédio (Siqueira
Jr. e Uzeda 1996, Ayhan et al 1999, Buck et al 2001).

A tecnologia laser apresenta-se, atualmente, como uma alternativa
para o diagnodstico e tratamento tanto na Medicina como na Odontologia.
Muitos experimentos vém buscando inserir esta tecnologia no dia a dia da
pratica clinica, com o objetivo, ndo de substituir, mas de aprimorar as
técnicas convencionais. As propriedades dos lasers que permitem o seu
uso na endodontia incluem a capacidade da energia do /aser em vaporizar
o tecido pulpar ou os restos pulpares, favorecer maior limpeza das paredes
dentinarias, alterar e permeabilidade da dentina e promover a desinfecgao
do canal radicular. Estudos in vitro e in vivo, mostram que a irradiagao com
o laser é um excelente método de redugédo microbiana. Pode-se encontrar
na literatura estudos em que a redugédo bacteriana, maioria dos casos,
ultrapassa os 99% ( Gutknecht 1999 e Gutknecht 2000).

Os lasers comumente utilizados (Er:YAG, Er,Cr:YSGG, Nd:YAG,
Ho:YAG e diodo) sao /aser de alta poténcia e por isso o risco de aumento
de temperatura intracanal ou na superficie radicular ndo pode ser
negligenciado (Gutknecht 1996, Moritz 1997, Gouw-Soares 2000). Além

disso, os lasers de alta poténcia, ainda tem um custo relativamente
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alto, o que os torna, atualmente, inviavel para a grande maioria dos
clinicos.

Na area médica os lasers em baixa intensidade tem sido utilizados
associados a fotossensibilizantes, na terapia fotodindmica, para o
tratamento do cancer, por sua capacidade de destruicdo seletiva de
tumores.

Na verdade, a luz tem sido utilizada no tratamento de doengas desde
a antiguidade; os indianos, egipcios e chineses ja tratavam doengas da
pele como psoriase, vitiligo e cancer com a exposigéo do paciente ao sol,
o que o filbsofo grego Herdédoto chamava de Helioterapia.

As primeiras experiéncias com a terapia fotodinadmica, datam de 100
anos atras, relatadas por Raab e Von Tappeiner. Eles estudavam a agao
da acridina vermelha sobre culturas de paramécios, o protozoario
causador da malaria. Durante uma tempestade de raios, os pesquisadores
verificaram uma reagado nao usual dos paramecios a acridina o que 0s
levou a suspeitar que as condicbes de luz no ambiente durante os
experimentos poderiam alterar o resultado das pesquisas. Eles postularam
que este efeito era causado pela transferéncia da energia da luz para a
substancia quimica, similar ao que ocorre nas plantas pela absorgdo da

luz pela clorofila.



Durante o tratamento de epilepsia, em 1900, os neurologistas
Jouve e Boyer, administraram eosina por via oral aos pacientes e
verificaram que os pacientes apresentavam dermatite nas areas expostas
ao sol. Este trabalho motivou o doutor Von tappeiner e o dermatologista
Jesionek a utilizar uma combinagao de eosina, aplicada topicamente, com
exposi¢ao a luz branca para o tratamento de tumores na pele. Em 1907,
Von tappeiner cunhou o termo Acdo fotodindmica para descrever este
fendbmeno.

As pesquisas, tomaram entdo um rumo diferente, o que levou a
concentragdo de estudos, na area de diagndstico e combate ao cancer, e
ao desenvolvimento de novos fotossensibilizantes e novas fontes de luz.
Em 1972, Lancet e Diamond tentaram destruir células tumorais com a
associagdo de hematoporfirina, atualmente um dos mais aceitos
fotossensibilizantes e raios-X. Com exposi¢do a raios-X, os autores ndo
tiveram sucesso, demonstrando que a fonte de luz (ou radiagdo
eletromagnética) devem ser ressonante com a absor¢ado do corante.

As primeiras fontes de luz, utilizavam lampadas convencionais, com
luz ndo coerente e policromatica, com um forte componente térmico
associado. Com o desenvolvimento dos lasers, esta fonte de luz se

mostrou muito mais eficiente que lampadas comuns para uso em
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terapia fotodinamica. Os lasers produzem luz monocromatica, com
um comprimento de luz bem conhecido o que os torna altamente seletivo
aos corantes. A dose de radiacao € facilmente calculada, a area de
radiagado pode ser bem controlada, focalizando o tratamento, a radiagédo
pode ser transmitida por fibra Optica e estas fibras podem receber
adaptagbes para melhor acessar a lesdo alvo, como microlentes e
difusores. (Ackroyd et al 2001)

Diversas fontes /laser foram utilizadas ao longo dos anos, tais como
lasers de argdnio, helio-nebnio, de corantes, de vapores de metais e 0s
lasers de diodo, normalmente utilizando-se comprimentos de onda
proximos ao vermelho visivel.

No campo dos corantes, as pesquisas se concentraram nas
porfirinas, corantes endodgenos com estrutura quimica heterociclica, similar
a clorofila e a hemoglobina. Este corante absorve a luz na forma de fétons,
e transfere sua energia ao oxigénio e outras moléculas, resultando na
liberagdo de substancias energéticas, altamente reativas e de meia-vida
curta, que interagem com os sistemas biolégicos provocando dano aos
tecidos (Arakane et al 1996, Ochsnera 1997, Szeimiesa e Landthalera

1997, Ackroyd et al 2001).



Na decada de 80 e 90, diversos autores se voltaram para o
primeiro estudo de Raab e Von Tappeiner, estudando a eliminagao de
microorganismos pela terapia fotodinamica e para isso, diversos corantes
foram testados, como corantes azuis, roxos, marrons, verdes, entre outras
cores complementares aos comprimentos de onda apresentados pelos
lasers. A literatura demonstra que o uso de corantes deve ocorrer de forma
que a banda de absorgéo dos fotoiniciadores esteja em ressonancia com o
comprimento de onda emitido pela fonte de luz (Okamoto et al 1992,
Dobson e Wilson 1992, Wilson e Dobson 1993, Wilson et al 1995,
Ochsnera 1997, Sailer et al 1997, Konig et al 2000 e Ovchinnikov e Tuchin
2001). Os estudos tém demonstrado que a utilizagdo de corantes azuis,
principalmente o azul de toluidina (TBO) e azul de metileno (MB),
associado ao laser de He-Ne com comprimento de onda de 632,8 nm,
apresentam os melhores resultados na reducado microbiana de diversas
culturas de bactérias e fungos. (Dobson e Wilson 1992, Wilson et al 1992,
Wilson e Dobson 1993, Burns et al 1993, Sarkar e Wilson 1993)

O laser de He-Ne apresenta diversas vantagens quando comparado
aos lasers de corante, argdnio ou vapor de metais, mas este laser ainda
esta longe de ser o ideal. Comparando o /aser de He-Ne aos laser de

diodo de ArGaAl, que geram emissGes de comprimento de onda
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muito proximos, os lasers de diodo sdo mais compactos, mais
potentes, de menor custo e mais versateis.(Walsh, 1997)

Como principal desvantagem aos lasers de diodo em comparagéo
com o laser de He-Ne, temos que os corantes existentes apresentam

absor¢do em uma banda mais préxima a emissao do He-Ne (A= 632,8 nm)

do que a emissédo dos lasers de diodo (A= 680 a 900 nm), o que diminui
sua eficiéncia na redugio microbiana.

No entanto, a toxicidade dos corantes mais utilizados em PDT ainda
¢ elevada, tornando seu uso viavel apenas em concentragdes pequenas, o
que diminui sua absorg¢do de luz e, conseqlientemente, sua eficacia.

A busca por novos agentes fotossensibilizantes tem sido uma
constante no campo da terapia fotodindmica, tanto no tratamento de
tumores, como na eliminagdo de microorganismos. Corantes menos
toxicos, de maior absorgédo, mais ressonante com o comprimento de onda
emitida pelos lasers de diodo e mais eficiente tém sido a busca de diversos
pesquisadores. E quanto mais proximos deste ideal novos agentes
fotossensibilizante se mostrarem, mais a terapia fotodinamica realizara seu
potencial na redugéo microbiana.

A terapia fotodinamica ja provou ser uma eficiente alternativa a



substancias quimicas e antibidticos no combate a infecgbes
causadas por microorganismos. Principalmente na cavidade oral, sua
eficiéncia, baixo custo, auséncia de efeitos sistémicos e de aumento da
resisténcia microbiana & drogas, indica esta terapia como importante

quxiliar as terapias convencionais.
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2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho s&o:

» avaliar a redugdo bacteriana, por terapia fotodinamica, in vitro,
ap0s contaminagao de canais radiculares com cultura de
Enterococcus faecalis,

= comparar a redugao bacteriana alcangada pela terapia
fotodindmica ao método de controle quimico com o hipoclorito
de sodio a 0,5% (liquido de Dakin),

= demonstrar a viabilidade do uso intracanal do corante azuleno

a 25% associado a pasta endo PTC.
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3. Revisao bibliografica

3.1. Tratamento endoddntico convencional (Método quimico).

Nair et al (1990), estudaram in vivo, a presenga de bactéria e fungos
em lesbes apicais refratarias. Os autores analisaram nove lesdes
periapicais assintomaticas e refratarias que foram removidas para biopsia,
durante tratamento cirurgico de dentes que apresentavam falha no
tratamento endododntico. As bidpsias foram analisadas em microscopio de
luz e em microscépio eletronico. Seis dos nove dentes apresentavam a
presenca de bactérias na area da leséo e nos trés dentes restantes havia
fungos. Estes achados sugerem que na maioria dos casos, em dentes
tratados endodonticamente e com lesdo periapical resistente,
microorganismos podem resistir viaveis e desempenhar um papel

primordial na ocorréncia de falhas em tratamentos endodonticos.

Sundqvist (1992), estudou o relacionamento entre bactérias no
interior do canal radicular. O autor verificou a existéncia de relacionamento
tipo comensalismo e antagonismo entre determinadas espécies de

bactérias coletadas entre 65 individuos que apresentavam seus
12



canais radiculares com infec¢&o, o que dificulta sua eliminagdo do

canal radicular.

Siqueira Jr. e Uzeda (1996), estudaram, in vitro, a desinfecgdo por
pasta de hidroxido de calcio de tubulos dentinarios infectados com
Actinomices israelii, Fusobacterium nucleatum, ou Enterococcus faecalis,
microorganismos frequentemente achados em infecgbes endodonticas.
As amostras de dentina infectadas foram expostas a pasta de hidréxido de
célcio, associado a solugao salina ou a paramonoclorofenol canforado, por
1 hora, 1 dia e 1 semana. A pasta de hidroxido de calcio associada ao
paramonoclorofenol canforado foi efetiva em eliminar bactérias apds o
periodo de 1 hora, com exceg¢do para as amostras de Enterococcus
faecalis, que soO foram eliminados apdés um dia de exposigdo ao
medicamento. A pasta de hidroxido de calcio associada a solugao saliva foi
inefectiva contra E. faecalis e F. nucleatum, mesmo ap6s uma semana de

exposi¢cdo ao medicamento.

Siqueira Jr. et al (1997) avaliaram, in vitro, a efetividade de uma
solugao a 4% de hipoclorito de sodio usado em trés métodos de irrigagao

para eliminagdo da bactéria Enterococcus faecalis do interior do
13



- o

canal radicular. Foi avaliada a ag¢do da solugdo de hipoclorito de
sodio quando associada a agitacdo manual com limas endodonticas,
agitagdo mecanica com ultra-som e uso intercalado da solugdo de
hipoclorito de s6dio e peroxido de hidrogénio. Os autores nao encontraram
diferencas significantes entre os trés grupos, mas a solu¢&o de hipoclorito
de sodio foi estatisticamente mais efetiva que a solugado salina usada no

grupo controle.

Tanriverdi et al (1997) compararam, in vitro, utilizando-se de dentes
humanos, os efeitos antimicrobianos do hidroxido de calcio, do
paramonoclorofenol e paramonoclorofenol canforado em canais
radiculares contaminados com a bactéria E. faecalis. Os autores
preconizara um modelo de estudo em dentina humana. Os espécimes

apos inoculagdo da bactéria, eram medicados com hidréxido de
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Abou-Rass e Bogen (1998) investigaram, in vivo, o0s
microorganismos presentes nas lesfes periapicais fechadas. Um total de
13 lesbes foram selecionadas entre 70 pacientes com indicacdo de
tratamento cirurgico. O principal critério para a selecdo das lesdes era que
a lesdo deveria apresentar-se isolada do contato com o meio oral, mesmo
por via periodontal. As amostras foram colhidas de trés diferentes locais da
area cirurgica. Os resultados mostraram que 63,6% dos microorganismos
encontrados eram anaerdbios restritos e 36,4% eram anaerobios
facultativos. A prevaléncia das espécies mostra que 31.8% eram
Actinomices sp., 22,7% Propionibacterium sp., 18,2% eram Streptococcus
sp., 13,6% eram Staphylococcus sp., 4,6% eram Porphyromonas
gengivalis., 4.6% eram Peptostreptococcus micros € 4,6% eram

Enterococcus gram positivos.

Sundquist et al (1998) determinaram, in vivo, qual microflora estava
presente em dentes que apresentavam insucesso no tratamento
endoddntico e qual a taxa de sucesso dos retratamentos endoddnticos.
Cinqlienta e quatro dentes com o canal tratado e que apresentavam lesio
periapical persistente foram selecionados para este estudo. Os dentes

tiveram seus canais desobturados e amostras foram coletadas de
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todos 0s canais. A bactéria mais comumente isolada dos canais foi
a espécie Enterococcus faecalis. A taxa de sucesso de retratamento foi de
74% apbs cinco anos de acompanhamento. Presencga de infécgéo no
momento da obturacdo do canal e tamanho da lesdo periapical foram
fatores que tiveram uma influéncia negativa no progndstico do

retratamento.

Ayhan et al (1999), em um estudo in vitro, verificaram os efeitos
antimicrobianos de solugbes para irrigacdo intracanal sobre seis
microorganismos. Os autores analisaram o efeito antimicrobiano das
seguintes substancias irrigadoras: hipoclorito de soédio (5,25% - soda
clorada e 0,5% - liquido de Dakin), dicloconato de clorexidina 0,2%, alcool
(21%), solucéo salina e uma solugdo composta de paramonoclorofenol
(30%), timol (5%) e dexamatazona (0,1%). As culturas bacterianas
utilizadas neste estudo foram: S. piogenes, C. albicans, S. salivarius, S.
aureus, E. coli e E. faecalis. O hipoclorito de s6dio, se mostrou efetivo
contra todos os microorganismos testados, sendo que a concentragéao de
5,25% foi mais efetiva. Segundo os autores, diminuindo-se a concentragao
diminui-se o efeito antimicrobiano. A solugado de paramonoclorofenol, timol

e dexametazona apresentaram as maiores zonas de inibicdo quando
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comparadas as outras solugdes. O alcool apresentou uma pequena
sona de inibigdo, a mesma apresentada pelo digluconato de clorexidina e a

solugdo salina se mostrou ineficiente contra os microorganismos testados.

Leonardo et al (1999) testaram, in vivo, uma solugdo de gluconato
de clorexidina a 2% na irrigagdo de canais radiculares em pacientes que
apresentavam polpa necrosada e lesdo periapical evidente na radiografia.
Vinte e dois dentes, entre incisivos e molares foram utilizados. Apos
acesso aos canais radiculares, amostras foram colhidas dos canais com
cones de papel e transferidas para cultura microbioldgica. Os canais foram
entdo instrumentados com a solugdo de clorexidina e fechados com
curativo de Oxido e zinco e eugenol por 48 horas. ApOs este periodo de
tempo, novas amostras foram coletadas e submetidas ao teste
microbioldgico. Os autores verificaram que houve reducdo de S. mutans
em 100% das amostras e reducdo de 77% das bactérias anaerébias,
sugerindo que a solugdo de gluconato de clorexidina a 2% deve ser
utilizada para prevenir atividade bacteriana residual em canais tratados

endodonticamente.
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Reit et al (1999) testaram, in vivo, uma solugdo de iodeto de
potassio a 5% como medicagéo de espera entre sessdes no tratamento de
canal. Cinqlienta dentes que apresentavam lesdo periapical, foram
instrumentados e receberam a solugéo de iodeto de potassio a 5% por
uma semana. Comparado com estudos que usaram hidroxido de calcio
como medicacg&o de espera, 0 uso do iodeto de potassio mostrou-se mais

eficiente em sua ag&o antimicrobiana.

Siqueira Jr et al (1999), avaliaram a redug&o bacteriana intracanal
através da instrumentagdo mecéanica e irrigagdo com solugéo salina. Os
canais radiculares foram inoculados com uma suspensdo de
Enterococcus faecalis e instrumentados manualmente com limas Nitiflex,
e por instrumentos rotatério Greater e Profile 0.06 série 29. Amostras
foram colhidas antes e apo6s a instrumentagao. O resultado do estudo
mostrou que a redugdo bacteriana com instrumentagdo mecéanica e
irrigagao pode remover pouco mais que 90% das bactérias presentes no

canal radicular.

D'arcangelo et al (1999) estudaram, in vitro, o efeito de diferentes

concentragdes de hipoclorito de sodio (0,5, 1, 3 e 5%) e diferentes
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concentragdes de clorexidina e cetrimida associadas, em cultura de
bactérias anaerobias facultativas (C. albicans, E. faecalis, E. coli, P.
geruginosa, S. mitis, S. mutans, S. salivarius, S. sanguis), anaerobias
estritas (A. odontoliticus, F. nucleatum, P. gengivalis, P. melinogenica) e
bactérias microaerdbias (A. actynomycetemicomitans). Cada um dos
antimicrobianos ficou em contato com as espécimes bacterianas por
tempos que variaram de 10, 20 e 30 minutos. Os resultados mostraram
ser eficientes contra as espécimes bacterianas em todos as concentragées

e tempos do experimento.

Dahlen et al (2000) avaliaram a suscetibiidade da bactéria
Enterococcus a diversos antibiéticos. Amostras da bactéria Enterococcus
foram isoladas em 29 dentes com infecgdo endodoOntica persistente,
previamente tratados com solucéo de hidroxido de calcio. Destes dentes
vinte e seis estavam contaminados pela bactéria E. faecalis e trés dentes
estavam contaminados pela bactéria E. faecium. O teste de suscetibilidade
antimicrobiana revelou que as bactérias isoladas eram resistentes a
ampicilina, benzilpenicilina, clindamicina, metronidazone e tetraciclina, mas
ndo resistentes a eritromocina e a vancomicina. Os autores concluiram

que devido a sus baixa sensibilidade aos agentes antimicrobianos, o
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Enterococcus pode estar presente em canais radiculares infectados,
mesmo apos tratamento endoddntico, e que sua presenga pode ser um

dos fatores que levariam a falhas nos tratamentos endoddnticos.

Siqueira Jr. et al (2000) avaliaram , in vitro, a reducdo bacteriana
produzida por instrumentagdo mecéanica e irrigacdo com solugdo de
hipoclorito de sédio a 1; 2,5; 5.25% e solugdo salina. Os canais
radiculares foram inoculados com cultura de Enterococcus faecalis e
submetidos a instrumentagédo e irrigagdo com as substancias testadas.
Foram feitas amostras antes e ap6s a preparagado do canal. As amostras
eram cultivadas em Agar Mitis salivarius e realizada contagem de coldnia
de bactérias. Também avaliou-se a redugao bacteriana através do teste de
difusdo de agar. As trés diferentes concentragdes de hipoclorito de sodio
mostraram eficiente redugio bacteriana, sem haver diferenca estatistica
significante entre elas. As solugbes de hipoclorito de sodio foram
significativamente mais efetivas na redugéo bacteriana intra-canal quando

comparadas a solugéao salina.

Peciuliene et al (2000) verificaram, in vivo, a presenga da bactéria

Enterococcus  faecalis em  dentes previamente tratados

20



endodonticamente e que apresentavam periodontite apical,
requerendo retratamento em populagdo da Lituania. De vinte e cinco
dentes assintomaticos, vinte continham bactérias; deste vinte dentes,
catorze dentes apresentavam cultura positiva para E. faecalis em cultura
pura ou como maior componente da flora local. Os autores coletaram uma
segunda amostra apos repreparo dos canais, utilizando como substancia
quimica auxiliar o hipoclorito de soédio (2.5%) e EDTA. Os resultados
mostram que em sete dos vinte dentes houve crescimento bacteriano e
que destes sete espécimes, cinco apresentavam cultura positiva de E.

faecalis.

Noda et al (2000) estudaram, in vivo, a suscetibilidade a antibioticos
de bactérias obtidas em canais com persistente exudato apical por
periodontite apical. Doze espécies bacterianas foram identificadas em 15
dentes com exudato. As espécies mais comuns foram o Streptococcus € 0
Enterococcus. O resultado do teste de suscetibilidade ao antibidtico
mostrou que o Enterococcus foi a espécie bacteriana mais resistente aos

antibioticos, especialmente a cefalosporina.
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Buck et al (2001) compararam, in vitro, trés solugbes para
irrigac@o do canal radicular e sua eficiéncia em matar bactérias no canal
radicular € no interior dos tubulos dentinarios. Doze dentes recém-
extraidos foram preparados, esterilizados e contaminados com a bactéria
E. faecalis. Os canais foram expostos aos seguintes agentes irrigantes:
hipoclorito de sodio 0,525%, EDTA 0,2% e clorexidina 0,12%; solugdo
salina foi usada como controle. Os autores concluiram que o hipoclorito de
sodio foi o mais eficiente. O EDTA e a clorexidina foram mais eficientes
que a solugdo salina. Verificou-se também que quanto mais distante do
canal radicular, isto €, mais profundo na dentina, maior o numero de

bactérias viaveis.

Dicuonzoa et al (2001), Isolaram, in vitro, cinquenta e quatro culturas
de E. faecalis e 20 culturas de E. faecium de fontes clinicas e nao
humanas (unidade de terapia intensiva em trés hospitais em Roma),
caracterizados pela resisténcia antibidtica a vancomicina, teicoplanina,
ampicilina e ciprofloxacina. Ambas as espécies mostraram nivel
intermediario e alto de resisténcia antibiética, sendo que o E. faecium

mostrou-se mais resistente aos antibioticos que o E. faecalis.
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Hancock et al (2001) estudaram a composigdo da microflora
bacteriana encontrada em dentes com insucesso endodontico na
populagdo norte-americana. Cinquenta e quatro dentes com tratamento
endoddntico e persistente radiolucidez 6ssea periapical foram
selecionados para retratamento. Apds a remogao da obturagdo do canal,
foram colhidas amostras com cone de papel e raspagem da dentina
periapical. Ambas as amostras foram cultivadas em meios de aerobiose e
anaerobiose restrita. Os autores encontraram nas amostras um ou dois
tipos predominantes de bactérias gram-positivas. Enterococcus faecalis foi

a espécie de bactéria mais comum encontrada.

Lima et al (2001) estudaram, in vitro, a suscetibilidade da bactéria
Enterococcus faecalis quando em biofilme, a diversos medicamentos
antimicrobianos. Os autores utilizaram as seguintes solugbes
antimicrobianas, associadas: gloconato de clorexidina (2%), natrozole
(2%), clindamicina (2%), metronidazol (10%), lauril-dietileno-glicol eter
sulfatado de sodio (1,25%), oxido de zinco (15%) e &gua destilada. As
solugdes contendo clorexidina foram as mais eficientes em combater o
biofilme ap6s um e trés dias. Todas as solugdes mostraram se capazes de

reduzir o numero de bactérias no biofilme.
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Love (2001) identificou, em um estudo in vitro, os possiveis
mecanismos que explicam como o E. faecalis pode sobreviver e crescer
dentro dos tubulos dentinarios e reinfectar um canal radicular obturado.
Culturas de S. gordoniis, S. mutans e E. faecalis foram inoculadas em
meio de cultura, contendo diferentes concentracées de soro humano por
56 dias. ApoOs os 56 dias, todas as espécimes bacterianas permaneceram
viaveis, mesmo crescendo em soro humano. O soro humano se mostrou
capaz de inibir a invasao dentinaria do S. gordoniis € do S. mutans, mas
somente reduziu, ndo se mostrando capaz de inibir a invasdo do E.
faecalis e aumentando a capacidade desta bactéria de se aderir ao
colageno. O autor conclui que o fator de viruléncia do E. faecalis pode ser
relacionado a habilidade desta bactéria de manter sua capacidade de
invasao nos tubulos dentinario e adesdo ao colageno na presencga de soro

humano.

Peters et al (2001) analisaram a presenga de bactéria viaveis em trés
diferentes profundidades de dentina, em raizes de pacientes que
apresentavam lesbes periapicais. As amostras foram colhidas de porgdes

de dentina localizadas entre as paredes do canal e a superficie do
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cemento. Utilizando-se de técnicas de cultura microbiolégicas, foram
encontradas bactérias em 77% das amostras de dentina das paredes do
canal, em 87,5% das amostras intermediarias de dentina e em 62% das

amostras de dentina préximas ao cemento.

Siqueira Jr. (2001) revisou a literatura pesquisando sobre as causas
de falhas em tratamentos endodoénticos. Segundo o autor, na maioria das
vezes, falhas em tratamento endodontico ocorrem quando os
procedimentos sao executados inadequadamente. Entretanto, em certos
casos, mesmo que todo o rigor da técnica tenha sido seguido, falhas ainda
podem ocorrer. Nestes casos, estas falhas resultam em re-infecgdo ou
infeccdo persistente no canal radicular, provavelmente porque ainda
existem microorganismos resistentes na porgéo apical do canal radicular,
pois alguns estudos mostram que esta porgao do canal pode permanecer
inatingida durante o preparo quimico-mecanico do canal. Bactérias
presentes no interior dos tubulos dentinarios, em canais acessorios ou
istmos, podem sobreviver por longos periodos; se estas bactérias
crescerem a um certo nivel, elas podem ganhar acesso ao periapice,
provocando o aparecimento de lesdes ésseas. As bactérias associadas a

falhas nos tratamentos endoddnticos normalmente sdo, em 51% dos
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casos, anaerlbias, sendo que de 29% a 38% deles aparecem a

bactéria Enterococcus faecalis.

Valera et al (2001) avaliaram, in vitro, o efeito do hipoclorito de sédio
a 1% associado a cinco diferentes medicamentos (hidroxido de célcio em
pasta de polietileno glicol, paramonoclorofenol canforado, solu¢do de iodo
2%, tricresol formalina e pasta de hidréxido de calcio mais polietileno glicol
e paramonoclorofenol canforado em canais radiculares contaminados com
culturas de C. albicans. Os resultados mostraram que o
paramonoclorofenol canforado foi efetivo em 100% das amostras seguido
por hidroxido de célcio com paramonoclorofenol canforado (70% de
efetividade), hipoclorito de sodio 1% (70% de efetividade), tricresol
formalina (60%), solugdo de iodo 2% (50%) e pasta de hidroxido de calcio
(30%). Segundo os autores, os resultados reforgam a importancia do
tratamento endoddntico em sessdes e com o uso de medicagao intracanal
entre as sessbes 0 que pode eliminar os microorganismos presentes no

canal radicular.

Zouain e Araj (2001) estudaram a resisténcia a 11 diferentes

antibidticos de bactérias da espécie Enterococcus, no Libano. Os
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autores isolaram culturas de Enterococcus em 153 lesdes entre
1998 e 1999. As bactérias isoladas foram classificadas como: 72,5% E.
faecalis, 22,9% E. faecium, 3,2% E. avium e 1,3% E. gallinarum. O teste
de resisténcia aos antibidéticos mostrou que o E. faecalis foi resistente a
ampicilina em 0,9% das amostras, a eritromicina em 59%, a tetraciclina em
72%, ao cloranfenicol em 32%, rifamicina em 36%, a ciprofloxacina em
23% e a aminoglicosideos em 19%. Nenhuma das culturas apresentou
resisténcia a vancomicina ou a teicoplanina. Estes resultados, segundo os
autores, sugerem a criacdo de um programa nacional de controle de
resisténcia a antibidticos, que ajudard no controle de infecgbes, na
diminuigdo da administragdo empirica de antibioticos e implementagao de

uma politica no uso de antibioticos.

3.2. Terapia fotodindmica

Okamoto et al (1992) investigaram, in vitro, o efeito antimicrobiano
do /aser de He-Ne associado a diversos corantes sobre microrganismos
cariogénicos. Os autores testaram o efeito antimicrobiano do /laser de He-
Ne quando combinado com dez tipos de corantes (azuis, roxos e verdes)

em espectroscopia de absorgdo atdmica, espectroscopia ultravioleta
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e zona de inibicao de crescimento em placas de cultura. Verificou-se
neste estudo que os efeitos letais sobre os microrganismos eram efetivos,
apenas quando corantes especificos foram utilizados.

Dobson e Wilson (1992), em um estudo in vitro, analisaram a
reducdo bacteriana por fotossensibilizacao de biofilme formado pelas
espécies S. sanguis, P. gengivalis, F. nucleatum e A.
actinomicetemicomitans por um Jaser em baixa intensidade. Utilizando
sobre amostras de biofilme bacteriano em placas de Petri, uma associagao
de diversos corantes € um J/aser de He-Ne de 7,3 mW de poténcia, os
autores concluiram que os corantes azul de toluidina e azul de metileno
foram eficazes em eliminar as quatro espécies de bactérias e os corantes
ftalocianina  dissulfonada de aluminio, hematoporfiina HCl e
hematoporfirina éster somente foram efetivos em sensibilizar alguns do
microrganismos. Os autores sugerem que, baseados em seus resultados,
que a técnica de terapia fotodindmica pode ser efetiva em eliminar

bactérias periodontopatogénicas da placa bacteriana.

Wilson et al (1992) testaram in vitro, vinte e sete compostos
associados a um laser de He-Ne de 7,5 mW de poténcia na capacidade de

sensibilizar e eliminar as bactérias Actinobacillus
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actinomycetimicomitans, Streptococcus sanguis, Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gengivalis. Os corantes azul de toluidina, azul
de metileno e cloreto azul B nas concentragdes de 0,005% foram efetivos
contra as quatro espécies de bactérias, quando associados a um tempo de

exposi¢cao de apenas 30 segundos.

Wilson e Dobson (1993) verificaram, in vitro, a fotossensibilizagdo de
bactérias orais anaerobias (P. gengivalis € F. nucleatum) por uma
associagdo de um Jaser de He-Ne e trés corantes (azul de toluidina,
diematoporfirina éster e ftalocianina dissulfonada de aluminio). Os autores
recomendaram mais estudos sobre a técnica de terapia fotodindmica como

alternativa ao uso de antibioticos em tratamento de periodontites cronicas.

Wilson et al (1993) estudaram a redugdo bacteriana, in vitro, em
culturas de Porphyromonas gengivalis, Fusobacterium nucleatum e
Actinobacillus actinomycetemcomitans expostas a um laser de He-Ne de

poténcia de 7,5 mW, por 80 segundos, associado aos corantes azul de
toluidina (25 pg/mi) e azul de metileno (25 ug/ml). A associagéo de

corante mais /aser se mostrou letal para as trés culturas de bactérias e na
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auséncia do fotossensibilizante, a exposicdo ao laser ndo se

mostrou eficaz.

Burns et al (1993) expuseram, in vitro, uma suspensdo de bactérias
cariogénicas (S. mutans, S. sobrinus, L. casei e A. viscosus) a um laser de
He-Ne de 7,3 mW de poténcia na presenga do corante azul de toluidina na
concentragdo de 50 pg/ml e verificaram uma substancial redugéo
bacteriana para todas as espécies. Os autores verificaram também que na
auséncia do corante nao havia significante redugdo da viabilidade
bacteriana. Este estudo sugere que esta técnica pode ser util para a

desinfecgao de lesdes cariogénicas em dentistica restauradora.

Wilson et al (1993) testaram, in vitro, diversos corantes na
fotossensibilizagdo da bacteria S. sanguis. Culturas da bactéria foram
expostas a um Jaser de He-Ne em diferentes tempos de irradiagao e
associado a diferentes corantes. Os resultados obtidos pela contagem de
ufc viaveis mostraram que o azul de toluidina, hematoporfirina éster,
tionina e o0 azu! de metileno, foram eficazes em matar o microrganismo.
Entretanto, verificou-se que os corantes hematoporfirina éster e azul de’

metileno eram téxicos ao microrganismo na auséncia do laser e que
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os corantes ftalocianina dissulfonada de aluminio e cristal violeta
(violeta de genciana) foram ineficazes nas condigoes utilizadas no estudo.
Os autores sugerem a possibilidade de um novo meio de controle de

bactérias da placa dental.

Sarkar e Wilson (1993) estudaram a fotossensibilizagdo de bactérias
da placa subgengival de pacientes com periodontite cronica. Amostras da
placa subgengival foram expostas a um /aser de He-Ne de 7,3 mW de
poténcia, na presenga e na auséncia do corante azul de toluidina na
concentragdo de 50 pg/ml. Os autores concluiram que a combinacgao /aser
corante alcangou uma significante reducéo bacteriana, sendo que a média
de reducdo foi de 91,1% na bactérias aerdbias, 96,9% nas anaerdbias,
100% nas pigmentadas anaerdbias e 94,4% para os streptococcus .
Entretanto, a redugdo bacteriana nao foi significante na presenga apenas
do corante. Isto sugere que /asers em baixa intensidade associados a um
corante apropriado podem ser efetivos como tratamento coadjuvante ao

debridamento mecanico em inflamagbes periodontais.

Burns et al (1995) estudaram, in vitro, os efeitos da terapia

fotodinadmica em Steptococcus mutans na dentina € no colageno. Os
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autores analisaram os efeitos da combinacéo /aser He-Ne e azul de
toluidina ou laser de ArGaAl e ftalocianina dissulfonada de aluminio sobre
a bactéria embebida em uma matriz de colageno, quando entre esta e o
laser era interposta uma fatia de dentina desmineralizada. Os autores
concluiram, que aparentemente, o grau de desmineralizagdo da dentina
nao interferia na extensdo da morte bacteriana e que prolongando-se a
exposicao ao laser, aumentava a morte bacteriana. O estudo sugere que
terapia fotodinamica pode ser efetiva na eliminagdo do S. mutans de
lesdes cariosas, mesmo quando a bactéria estiver dentro de uma matriz de

dentina desmineralizada.

Wilson e Pratten (1995) estudaram a fotossensibilizagdo do
Streptococcus aureus, in vitro em relagédo a fase de crescimento, presenga
de fluidos inflamatérios e tempo de pré-irradiagdo. Avaliou-se a morte
bacteriana em uma suspensdo de S. aureus em soro sanguineo de
cavalos com células na fase estacionaria de crescimento e a combinagao
de laser de ArGaAl e corante ftalocianina dissulfonada de aluminio. Os
resultados mostraram que a morte bacteriana ndo esta diretamente ligada
a fase de crescimento bacteriano e pode ser efetiva, mesmo na presenga

de soro sanguineo.
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Henry et al (1995) estudaram a ag&o do laser de argbnio em baixa
intensidade sobre biofilme de bactérias das espécies Porphyrmonas e
Prevotella. Os autores concluiram que os efeitos fototoxicos sobre estas
especies foram causados pelo laser sozinho, ndo foram modificados pela
idade do biofilme, foram dependentes da presenga de oxigénio
atmosférico, sofreram influéncia da presencga de heminas, hemoglobina e
sangue, foi maior do que quando comparado com outras espécies

bacterianas, foi efetiva sem o uso de fotossensibilizadores.

Wilson et al (1995) determinaram, em um estudo in vivo, se as
bactérias da placa supragengival poderiam ser eliminadas por um laser
em baixa intensidade associado a um fotossensibilizante. As amostras de
placa bacteriana obtidas de dez voluntarios, foram tratadas com corante
azul de toluidina e ftalocianina dissulfonada de aluminio e entao expostos a
um laser de He-Ne ou ArGaAl respectivamente. Apds a irradiagao, houve
reducao substancial das bactéria anaerébias assim como dos Streptocccus
e Actinomices viaveis. Segundo os autores, a combinagéo de He-Ne e
TBO se mostrou mais eficiente que a combinagdo de ArGaAl e AIPcS; na

reducao de bactérias quando usadas energias de 1,31 J.
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Arakane et al (1996) mediram, in vitro, a emissa@o espectral de
radiagao infravermelha do oxigénio singleto formado por excitagéo laser
em porfirinas enddgenas da bactéria cutanea Propionibacterium acnes. Os
resultados sugerem que o oxigénio singleto pode ser formado sobre a

superficie da pele e produzir sérios danos a mesma.

Soukos et al (1996) avaliaram os efeitos fotodinamicos, in vitro, da
radiag&o laser vermelha e do corante azul de toluidina sobre queratinocitos
orais humanos, fibroblastos e S. sanguis. O objetivo do trabalho era avaliar
se a terapia fotodindmica poderia ser usada no tratamento da doenca
periodontal, eliminando as bactérias causadoras da mesma, sem provocar
danos aos tecidos adjacentes. Os autores concluiram que o uso de baixas
concentragdes de corante e do laser provocava a morte bacteriana e néao

reduzia a viabilidade celular.

Ochsnera (1997), revisando a literatura, descreveu 0s processos
fotofisicos e fotobioldgicos da terapia fotodindmica em tumores e o
desenvolvimento de novos fotossensibilizantes. De acordo com Ochsnera,

a terapia fotodinamica é uma nova e atrativa modalidade de
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tratamento de tumores pequenos e superficiais. A PDT é um
procedimento que requer um fotossensibilizador seletivo e uma fonte de
luz potente que coincide com o espectro de absor¢gdao do
fotossensibilizador utilizado. Photofrin® € um derivado da hematoporfirina
purificada e o Unico sensibilizador aprovado pela FDA para os testes
clinico. As principais desvantagens desta medicacdo sdo: a falta de
estabilidade quimica, fototoxicidade na pele, propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis e baixa seletividade com relagao a absorgao e retengao pelo
tumor, em relagcdo as células normais. Uma nova geragdo de
fotossensibilizadores que inclui diversos corantes como a ftalocianina,
mostrou um aumento na eficiéncia fotodindmica no tratamento de tumores
em animais e redugéo dos efeitos colaterais fototoxicos. A maioria dos
estudos sugere um mecanismo de acdo comum entre os diversos
fotossensibilizantes que pode ser explicado por uma excitagdo do
fotossensibilizante, pela fonte de luz, para um estado singleto ou tripleto e
a destruigdo do tumor pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
singleto ou radicais livres, gerados por uma reagdo de transferéncia de
energia. Os principais alvos bioldégico dos radicais livre e do oxigénio
singleto sdo bem conhecidos atualmente, e sdo: os acidos nucléicos,

enzimas e membranas celulares. Eles sdo rapidamente atacados e
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causam a liberagdo de uma ampla variedade de produtos reativos
de alta patogenicidade, como as prostaglandinas, tromboxanes e
leucotrienos. Ativagdo do sistema complemento e infiltracido das células
sanguineas imunoldgicas na regido tumoral aumentando o efeito destrutivo

destes agentes agressivos e iniciam a necrose tumoral.

Sailer et al (1997) correlacionaram a inativagéo fotodindmica da
bactéria Pseudomonas aeruginosa com a biossintese de porfirina apos
incubagdo com acido 5-aminolevuldnico. Os autores verificaram a
formagdo de porfirina enddgena por espectroscopia de fluorescéncia e
tecnica de cromatografica de performance liquida e sugerem que a
incubagcdo com o acido 5- aminolevulénico aumenta o acumulo de

protoporfirinas.

Szeimiesa e Landthalera (1997), revisando a literatura demonstram
0s mecanismos envolvidos na terapia fotodindmica, assim como suas
indicagbes até o presente momento. A terapia fotodinamica, segundo os
autores, € uma reacdo de excitacdo de um fotossensibilizante por luz
visivel emitida por um laser, na presenga de oxigénio que resulta na

producdo de espécies reativas de oxigénio, principalmente oxigénio
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singleto citotoxico. Este oxigénio reativo produzem efeitos
destrutivos em celulas e em tecidos vasculares. Estes efeitos tem sido
utilizados para tratamento de lesdes de cancer e lesdes pré-cancerosas;
entretanto, estudos tém demonstrado que este tratamento também pode

ser efetivo em lesbes vasculares e em infecgdes virais e bacterianas.

Walsh (1997) revisando a literatura sobre o uso dos lasers em baixa
intensidade em tecidos duros, descreveu a fotossensibilizagao de bactérias
com o uso associado de lasers em baixa intensidade e corantes
apropriados para absor¢ao ressonante do comprimento de onda especifico
do laser. O autor sugere que esta técnica pode ter aplicagéo potencial para
reducdo bacteriana no interior de canais radiculares e bolsas periodontais

como coadjuvante ao tratamento convencional.

Bhatti et al (1998), estudaram os possiveis mecanismos envolvidos
na fotossensibilizagdo letal de bactérias com o uso do corante azul de
toluidina. Os efeitos da fotossensibilizagdo foram avaliados pela
mensuragao da fluorescéncia de triptofano e eletroforese de proteinas. Os
autores também avaliaram a influéncia dos radicais livres na eliminagéo

das bactérias por fotossensibilizacdo. Os resultados sugerem que a
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fotossensibilizagdo de Porphyromonas gingivalis pode envolver

mudancgas em proteinas e defeitos no DNA mediados por radicais livres.

Fuch e Thiele (1998), revisando a literatura analisaram o papel do
oxigénio na terapia fotodinamica em tumores na pele. Segundo os autores
o oxigénio tem um papel fundamental na inativagao de células, pois em
areas tumorais com hipdxia, a terapia fotodinamica, assim como a quimio e
a radioterapia n&o s&o tao eficientes como em areas com tensao normal
de oxigénio. Portanto eles concluiram que a modulagdo da tensdo de
oxigénio na area do tumor pode aumentar a efetividade da terapia

fotodinamica.

Wainwrigth (1998) revisando a literatura, apresentou os mecanismos
do agdo da terapia fotodinamica sobre microorganismos, os diversos
corantes em uso, perspectivas futuras da técnica e propdbs o termo
photodynamic antimicrobial chemoteraphy (PACT) ou terapia fotodinamica

e quimioterapica antimicrobiana.

Jackson et al (1999) investigaram, in vitro, a morte microbiana da C.

Albicans nas suas formas de levedura e hifa . Os autores utilizaram
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um laser de Heélio-Nednio (comprimento de onda de 632.8 nm) de 35
mW associado ao corante azul de toluidina. Avaliou-se neste trabalho, a
concentragdo do corante, a dose de aplicagdo do laser e o tempo em que
o corante leva para ser absorvido pelas bactérias (tempo de pré-
irradiagéo). Os autores concluiram que a associagdo entre o laser e o
corante resultou em substancial morte microbiana tanto na forma de hifa
quanto na de levedura. Que a morte microbiana é dose dependente,
sendo, neste experimento, 42 J a dose mais efetiva e que o tempo 6timo
de pré-irradiagao é o de 5 minutos para a forma de levedura, pois a forma

de hifa n&o ¢é influenciada pelo tempo de pré-irradiagao.

Kirill et al (2000), estudaram in vitro, a terapia fotodinamica contra
microorganismos oportunistas da microflora oral, associando a radiagao
laser ao corante azul de metileno. Os autores avaliaram concentragdes de
1%, 0.1%, 0.01% e 0.001% do corante e um laser de Hélio-Nednio com
intensidade de 100 mW/cm? em cultura bacteriana de Staphilococcus sp.
Avaliou-se ainda os tempos de pré-irradiagéo e de irradiag&o. Durante a
avaliagdo dos tempos de pré-irradiagdo, verificou-se que o corante a 1%
foi toxico para as amostras bacterianas, por isso esta concentragéo foi

desprezada. Os autores concluiram que concentracdes de 0.1% e
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0.01% com tempo de pré-irradiagdo de 180 segundos e tempo de
irradiagcdo de 60 a 120 segundos apresentaram efeitos antimicrobiano nas
bactérias testadas; e que o corante azul de metileno é um efetivo
sensibilizante, podendo o mesmo ser associado ao laser no combate a

bactérias oportunistas que causam patologias na cavidade oral.

Kawamoto et al (2000), estudaram, in vivo, o efeito antibacteriano do
laser de Hélio-Nebnio amarelo associado ao corante violeta cristal em
abcessos subcutédneos em rato, provocados pela bactéria Porphiromonas
gingivalis. Os autores separaram os ratos em 4 grupos. Grupo laser: cones
de papel foram contaminados com a bactéria, foi adicionado 0,8 mi de
corante, sofreram irradiagdo laser por 60 segundos e os cones foram
inoculados subcutaneamente nas costas dos ratos. Grupo corante: cones
de papel foram contaminados com a bactéria, foi adicionado 0,8 ml do
corante e os cones foram inoculados subcutaneamente nas costas dos
ratos. Grupo Porphiromonas: cones de papel foram contaminados com a
bactéria e os cones foram inoculados subcutaneamente nas costas dos
ratos e Grupo controle: Cones de papel foram molhados com solug&o
salina estérii e também inoculados nas costas de ratos. Apds uma

semana, amostras dos locais onde foram inoculados os cones de

40



papel foram analisados histologicamente. Os resultados mostram
que 0 grupo controle foi o que apresentou o menor grau de inflamagao,
seguido pelo grupo laser. O numero de células inflamatarias foi grande nos
grupos corante e Porphiromonas, foi menor no grupo laser e menor ainda

no grupo controle.

Silbert et al (2000), avaliaram, in vitro, o potencial da terapia
fotodindmica em reduzir contaminagéo bacteriana em canais radiculares.
Uma série de raizes foram preparadas por instumentagdo mecanica. As
raizes apos serem esterilizadas foram divididas em dois grupos e
contaminadas; um dos grupos recebeu intrarradicularmente uma solugao
de cultura da bactéria S. mutans e o outro grupo uma solug¢ao de cultura
dabactéria E. faecalis. Utlizando-se um laser de diodo de InGaAsP (A= 670
nm e de 3.5 mW de poténcia) com sistema de entrega por fibra optica de
600 um, associado ao corante azul de metileno; as raizes foram irradiadas
por periodos de tempo que variaram de 30 a 240 segundos. Os resultados
mostraram que o corante sozinho conseguiu redugéo bacteriana e 20%,
somente a irradiagdo laser ndo alterou a populagdo bacteriana. A

irradiacao laser provocou um aumento de temperatura que néo foi superior
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a 0,5 ° C. O corante associado a irradiagéo laser por 240 segundo
eliminou todas as bactérias do grupo de raizes contaminados com o S.
mutans, entretanto, o mesmo tempo de irradiagdo somente conseguiu
eliminar 40% das bactérias dos canais contaminados com o E. faecalis. Os
autores concluiram que a PDT pode ser um efetivo método de redugio
bacteriana intracanal, porém os parametro devem ser ajustados para que e

consiga a eliminacao de bactérias como o E. faecalis

Koning et al (2000), analisaram a terapia fotodindmica com laser
vermelho, sem o uso externo de corantes, contra determinadas bactérias
capazes de produzir porfirinas endogenas. Os autores preconizam um
novo meétodo de reducgdo bacteriana, baseado na fotossensibilizagdo das
porfirinas enddgenas por um laser de Helio-neonio de 60 mW. As bactérias
utilizadas neste estudo foram: Propionibacterium acnes, Actinomices
odontolyticus, Porphyromonas gengivalis, Prevotela intermédia (uma
bactéria pigmentada) e Streptococcus mutans (como controle). Os
resultados mostram redugdo bacteriana de até 50% em algumas
espécimes produtoras de endoporfirinas, pronunciado efeito sobre a
bactéria pigmentada e nenhum efeito sobre o Streptococcus mutans, que

nao é capaz de produzir porfirinas enddgenas e nem apresenta

42



pigmentacdo. Os autores, baseando-se nos re'sul_tados,
preconizaram esta técnica como método terapéutico contré“ bacterias
produtoras de endoporfirinas. Os autores nos lembram ainda que o
aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos torna cada vez mais
importante a busca de novas formas de fratamento de infecgdes

bacterianas e que a terapia fotodindmica tem se mostrado uma

interessante alternativa.

Dortbudak et al (2001), avaliaram a descontaminagao da superficie
de implantes no tratamento da periimplantite. A periimplantite é
considerada como sendo um processo multifatorial que envolve a
contaminagdo bacteriana na superficies de implantes. Os autores
estudaram , in vivo, em 15 pacientes o uso do laser de diodo (690 nm)
associado ao corante azul de toluidina (0.1%) em implantes que
apresentavam sinais clinicQs e radiograficos de periimplantite, através da
avaliagdo microbiolégica das culturas coletadas antes , apo6s o uso do
corante e ap6s a aplicagdo do laser, das bactérias P. gengivalis, P.
intermédia e A. actinomycetimicomitans. Os autores concluiram que a
associagdo do corante e do laser resultou em significativa redugéo

bacteriana nas 3 espécimes pesquisadas, sendo que em nenhuma das
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espécies houve total eliminagdo da cultura bacteriana.

Ovchinnikov e Tuchin (2001), estudaram em situagdes clinicas e pré-
clinicas o uso da terapia fotodinamica em microorganismos da cavidade
oral, com capacidade de gerar lesdes infecciosas. Os autores testaram
diferentes concentragdes do corante azul de metileno associado a um
laser de Hélio-Nednio de 32 mW em culturas da bactéria Staphylococcus.
Os autores concluiram que nos parametros utilizados neste estudo, a
concentragado de 0.1% do corante azul de metileno foi a concentragao que
apresentou os melhores resultados sem que esta concentragao fosse
toxica para as bactérias ou para as células gengivais dos pacientes. Os
autores preconizam, também o tempo de pré-irradiagdo de 3 minutos, pois,
segundo eles, este tempo é clinicamente aceitavel para o paciente e para
0 clinico e que tempo superiores a este poderiam levar a uma penetragéo
do corante por tecidos saudaveis o que resultaria em danos aos tecidos

sadios do paciente.

Ackoyd et al (2001) revisando a literatura, descreveram a historia da
fotodeteccao e da terapia fotodinadmica desde a antiguidade até os dias de

hoje. Mostrando a evolugdo dos agentes fotossensibilizantes e das
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fontes de luz e apresentando o estado atual e as tendéncias futuras

da terapia fotodinamica.
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4, Materiais e métodos

Previamente a execugédo deste trabalho foi elaborado um projeto de
pesquisa, o qual foi submetido ao Comité de Etica do Departamento de
Odontologia da Universidade de Taubaté (ANEXO A) , tendo sido

aprovado sob o parecer CEP/UNITAU n° 0175/01.

4.1. Espectroscopia

Para avaliarmos qual o melhor corante para ser utilizado neste
trabalho, com banda de absorgdo no comprimento de onda de 685 nm,
amostras de alguns fotossensibilizadores (azuleno, azul de toluidina
(TBO) e azul de metileno (MB), endo PTC e azuleno + endo PTC) foram
analisadas por espectroscopia e suas bandas de absor¢gdo determinadas

entre os comprimentos de onda de 400 a 900 nm.
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4.2. O equipamento laser

O equipamento /aser utilizado neste estudo foi um /aser de Arseneto
de Galio Aluminio (modelo KC 611 Dentoflex, Sdo Paulo, Brasil),
comprimento de onda de 685 nm (vermelho visivel), poténcia de 50 mW,
sistema de entrega de feixe por fibra optica de 365 um acoplado a ponta
da pega de mé&o do equipamento, desenvolvida pela empresa fabricante do
equipamento especificamente para este estudo.

A poténcia do equipamento com o uso do sistema de fibra 6ptica, foi
reduzida para 10 mW, aferido por um detector LM -1 (Coherent, EUA),
devidamente calibrado.

Os parametros utilizados neste estudo foram os seguintes:

Poténcia - 10 mW.

Intensidade aproximada — 9,6 W/ cm?

Dose - 1720 J/ cm?
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4.3. O corante

O corante azuleno, &€ um corante natural, extraido da camomila
(Chamomilla recutita), utilizado em xampus e logbes em cosmética. O
azuleno, ou camazuleno, é formado por anéis aromaticos heterociclicos
sendo sua formula quimica 7-etil - 1,4 dimetilazuleno. Sua estrutura
quimica lhe confere a propriedade de absorgé&o prdéxima ao comprimento
de onda do laser de diodo utilizado neste estudo ( A= 685 nm).

Devido a alta concentragao utilizada neste estudo, solugdo aquosa
de azuleno a 25%, seu uso intracanal provoca manchamento da dentina,
sendo dificil sua remocdo apds os cinco minutos de tempo de pre-
irradiagao. Foi utilizado o azuleno associado a substancia quimica Endo
PTC, um pasta composta segundo Paiva e Antoniazzi (1993) de: peréxido
de uréia (10%), tween 80 (15%) e carbowax (75%). O endo PTC é uma
associagao de farmacos utilizada em endodontia como auxiliar ao preparo
quimico-cirargico dos canais. O perdxido de uréia € um agente oxidante e
um potente antimicrobiano, quando associado aos hipocloritos alcalinos.
Durante esta associagdo ocorre uma neutralizagdo com a formacgéo e
liberagdo de oxigénio nascente. O tween 80 é um detergente molecular

formado pela mistura de um acido graxo ou oléico com um polialcool
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(sorbitol), resultando em um éster de oleato de sorbitol. Este éster é
veiculado em polietilenoglicol. O carbowax € o veiculo, formando junto com
o tween 80 um creme atoxico, que favorece a instrumentagéo do canal por
ser um lubrificante durante o atrito da lima com a dentina.

A associagado do azuleno 25% ao endo PTC é facilmente removida
do canal por irrigagdo com solugao salina ou agua (remogao mecanica) ou
por hipoclorito de so6dio a 0,5%, favorecendo a liberacdo de oxigénio
(remogdo mecanica e quimica - por efervescéncia).

Conforme verificado na espectroscopia (ITEM 4.1), o Endo PTC néo
possui banda de absor¢gdo no comprimento de onda do laser utilizado

neste estudo.

4.4. Estudo piloto

4.4.1. Redugao bacteriana em tubos de ensaio

Dezoito tubos de ensaio contendo 1 ml do meio de cultura BHI (brain
heart infusion — Difco, EUA), foram inoculados com 1 m! de suspenséo de
cultura da bactéria Enterococcus faecalis (ATCC 2992/2) e incubados por

24 horas em estufa a 37° C. Apos este periodo, amostras foram
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coletadas para que se confirmasse a contaminagdo dos meios de
culturas. Em todas as amostras houve crescimento bacteriano.

Os meios de cultura contaminados foram irradiados por 3 minutos
por um laser de ArGaAl (A= 685nm) de 50 mW. Amostras foram tomadas
imediatamente apés a irradiac&o, para avaliar-se o efeito antimicrobiano do
laser em baixa intensidade. Os resultados mostraram crescimento
bacteriano em todas as amostras, ndo evidenciando qualquer efeito
antibacteriano da irradiagdo laser.

Os tubos de ensaio foram entio divididos em 6 grupos com 3 tubos
de ensaio cada, contendo 2 ml de suspensao da bactéria.

Grupo 1 - os trés tubos de ensaio receberam 1 ml do corante
Azuleno a 0,1% por cinco minutos. Amostras foram colhidas e em todas
elas houve crescimento bacteriano. Os tubos de ensaio foram irradiados,
do fundo para a abertura do tubo, com o laser de diodo de 685 nm de
comprimento de onda, por um periodo de trés minutos .

Grupo 2 - os trés tubos de ensaio receberam 1 ml do corante
Azuleno a 25% associado ao Endo PTC por cinco minutos. Amostras
foram colhidas e em todas elas houve crescimento bacteriano. Os tubos de

ensaio foram irradiados, do mesmo modo que no grupo 1, com o laser de

50



diodo de 685 nm de comprimento de onda, pelo mesmo periodo de
tempo.

Grupo 3 - os trés tubos de ensaio receberam 1 ml do corante azul de
metileno a 0,1% por cinco minutos. Amostras foram colhidas e em todas
elas houve crescimento bacteriano. Os tubos de ensaio foram irradiados,
do mesmo modo que no grupo 1, com o laser de diodo de 685 nm de
comprimento de onda, por trés minutos.

Grupo 4 - os trés tubos de ensaio receberam 1 mi do corante azul de
toluidina a 0,1% por cinco minutos. Amostras foram colhidas e em todas
elas houve crescimento bacteriano. Os tubos de ensaio foram irradiados,
do mesmo modo que no grupo 1, com o laser de diodo de 685 nm de
comprimento de onda, por trés minutos .

Grupo 5 - os trés tubos de ensaio receberam 1 ml da substancia
quimica Hipoclorito de Sédio a 0.5% - liquido de Dakin por oito minutos.

Grupo 6 - os trés tubos de ensaio receberam 1 ml de solugéo salina
a 0.9% por oito minutos.

Apos o periodo de tempo de irradiacdo, em todos os tubos com
corantes e apo6s os oito minutos nos grupos de substancias quimicas,
novas amostras foram colhidas, foram feitas as diluicdbes e entao

semeadas em placas de Petri com o meio de cultura (Agar BHI —
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Difco, EUA) para crescimento bacteriano por 24 horas em estufa a
37° C e posterior contagem de Unidades Formadoras de Colénias (u.f.c.).

Os resultados mostraram que o corante azuleno a 25% associado ao
endo PTC + irradiacéo /aser foi o mais eficiente em produzir reducdo
bacteriana, seguido pelo corante azuleno a 0,1% + irradiacdo /aser, azul
de metileno a 0,1% + irradiagao /aser, azul de toluidina a 0,1% + irradiacéo
laser e o hipoclorito de sédio a 0,5% - liquido de Dakin. A solugéo salina,
usada como controle, se mostrou a menos eficiente em reduzir o nimero
de bactérias nos tubos de ensaio. (APENDICE A)

De acordo com o resultado obtido neste estudo piloto, escolheu-se o
corante azuleno a 25% associado ao Endo PTC como o corante utilizado

neste estudo.

4.5. As amostras

Para realizacdo deste trabalho de pesquisa, foram utilizados 48
dentes humanos, unirradiculares, com canais retos, completa formagéo
radicular, extraidos e armazenados em soro fisiolégico para se manterem
hidratados, obtidos junto ao banco de dentes da disciplina de endodontia

da Universidade de Taubaté.
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4.5.1 Preparo das amostras

As superficies externas foram limpas e as coroas seccionadas com
disco de carburundum, procurando padronizar o comprimento meédio de
trabalho das raizes. O acesso cervical foi realizado com brocas do tipo Batt
em baixa rotacao, o preparo dos tercos cervical e médio foi realizado com
brocas Gates-Glidden (Malleifer-Dentsplay, EUA) n° 2 e 3 e a
instrumentagdo dos condutos realizada com limas tipo Kerr (Malleifer-
Dentsplay, EUA).

O comprimento de trabalho foi determinado subtraindo-se um
milimetro do comprimento obtido pela introducao de uma lima Kerr #10
pelo canal radicular até sua observacgao pelo foramen apical.

A instrumentacido para o alargamento e acesso total ao canal
radicular foi realizada com limas tipo Kerr até o numero 35, conforme
preconizado pela técnica de Paiva & Antoniazzi (1993).

A superficie externa das raizes foram impermeabilizada com duas
camadas de esmalte para unhas, para evitar a contaminagéo externa
durante os procedimentos. Os apices radiculares foram selados com

resina composta fotoativada, 2250 (3M), cor A2.
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Os dentes foram esterilizados em calor mido - autoclave a 121° C

por 15 minutos. Os demais passos foram realizados em camara de fluxo

laminar.

4.6. Os grupos

Trinta espécimes foram divididos, aleatoriamente, em trés grupos
experimentais, colocados cada um dos espécimes em uma placa de Petri
estéril, forrada com gaze, embebido em solucdo salina para servir de leito
para cada uma das raizes. Os grupos foram avaliados como segue:

e Grupo 1 - Dez raizes contaminadas com 10 ul de suspensio de
Enterococcus faecalis (ATCC 2992/2) com uma concentragdo de
1x10° bactérias/ml foram incubados por 24 horas. Apds este
periodo de tempo, os canais receberam 10 ul de Solugdo de
hipoclorito de sédio a 0,5% - liquido de Dakin por 30 minutos.
Amostras foram colhidas antes do uso do liquido de Dakin, para
confirmar se os canais estavam contaminados e imediatamente
apos para se avaliar a redugao bacteriana.

e Grupo 2 - Dez raizes contaminadas com 10 pul de suspensao de
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Enterococcus faecalis (ATCC 2992/2) com uma concentragdo de
1x10° bactérias/ml foram incubadas por 24 horas. Apds este
periodo de tempo, os dentes tiveram seus canais radiculares
corados com 10 ul do corante azuleno a 25% associado ao Endo
PTC por um periodo de 5 minutos e irradiados com laser em baixa
intensidade de ArGaAl (Dentoflex, modelo K¢ 611 Sao Paulo —
Brasil), comprimento de onda 685 nm (visivel no vermelho), por 3
minutos, utilizando-se sistema de entrega por fibra optica de
didmetro de 365 um. As raizes foram irradiadas pela técnica
helicoidal, semelhante a utilizada para a irradiagdo utilizando-se
os lasers em alta intensidade, sugerida por Gutknecht, isto & por
movimentos helicoidais de apical para cervical, para que a ponta
da fibra 6ptica entrasse em contato, possibilitando a irradiacao de
todas as paredes do canal radicular. Amostras foram colhidas
antes do uso do corante, para confirmar que os canais estavam
contaminados, e apds o uso do corante, para avaliar se o corante
se mostrou téxico para o microorganismo, e imediatamente apos a
irradiacdo com o laser para se avaliar a redug¢ao bacteriana.

e Grupo 3 (controle) - Dez raizes contaminadas com 10 ul de
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suspensdao de Enterococcus faecalis (ATCC 2992/2) com uma
concentracao de 1x1 0° bactérias/ml foram incubados por 24 horas.

Apds este periodo de tempo amostras foram tomadas para se
confirmar que os canais estavam contaminados e ap6s 48 horas, repetiu-
se o0 procedimento, coletando-se novas amostras.

As coletas microbiolégica no interior dos canais radiculares foram
realizadas com auxilio de pin¢a clinica e cones de papel numero 30,
estéreis, os quais foram mantidos no interior do canal por um periodo de
um minuto. Cada cone de papel foi colocado em tubos de ensaio contendo
solucao salina fisiolégica (NaCl 0,9%) foram realizadas diluicbes seriais e
as aliquotas foram inoculadas em placas de Petri contendo o meio de
cultura Agar brain hert infusion (BHI Agar). A coleta de dados foi feita por
contagem de ufc apds o periodo de 24 horas de incubagao das placas de

Petri em estufa a 37° C.
4.6.1 Recontaminagao

Dezoito dentes preparados como descrito no item 4.6.1, foram

divididos em dois grupos como segue:
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e Grupo 1 — Nove dentes foram tratados como descrito no grupo 2
(grupo /aser) do estudo anterior. Ap6s o tratamento, os canais foram
lavados com liquido de Dakin para que fosse retirada a pasta corante
do interior do canal, e fechados com algodao estéril e cimento obturador
do tipo cavit. Os dentes foram mantidos em estufa a 37° C por uma
semana.

Grupo 2 — Nove dentes foram tratados como descrito no grupo 2 (grupo
laser) do estudo anterior, mas sem que fosse feita a irradiagdo com o
laser. Ap6s o 5 minutos com o corante no interior dos canais, estes
foram lavados com liquido de Dakin para que fosse retirada a pasta
corante do interior do canal, e fechados com algodao estéril e cimento

obturador do tipo cavit. Os dentes foram mantidos em estufa a 37° C

por uma semana.

Apés uma semana, os dentes foram abertos, removendo-se o cimento

obturador e o algoddo com um explorador clinico n° 5. Novas amostras

foram colhidas para se avaliar a recontaminagdo do canal pelas bactérias

nao eliminadas do interior dos tubulos dentinarios.

AplGs coleta de todos os dados, os resultados foram analisados

estatisticamente por analise de variancia e por comparagdes muitiplas
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pelo método de Tukey, para comparacgao entre os grupos avaliados.

Os resultados foram considerados significantes com p< 0,05.

4.7. Aumento de temperatura

Com o uso destes parametros, foi realizada a monitoragcdo da
temperatura, com medi¢ées através de um termopar tipo K (cobre -
constantan) com didmetro de 130 um, no apice radicular e no interior do
canal. Nas medi¢cdes no apice dental, o termopar foi posicionado sobre
uma pasta térmica (Omega) para o controle das medi¢gdes de temperatura.
Apbés este procedimento, os dentes foram corados (tempo de pré-
irradiagao de 5 minutos) e irradiados pela técnica helicoidal por 3 minutos.
A temperatura foi monitorada em funcdo do tempo por um amplificador
(lock in), que recebe o sinal através de um amplificador de voltagem
conectado ao termopar.

Os dados do /ock in foram enviados a um computador, por uma
interface (Lock-in SR510 - USA) em tempo real e analisados mediante

interpolacao grafica realizada com o softwear Origin.
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5. Resultados

Os resultados mostraram (Figura 1) que o corante azuleno, tanto em
solugd@o aquosa a 0,1% como a 25% associado ao endo PTC, foi o corante
que melhor absorveu o comprimento de onda de 685 nm, sendo inclusive
superior aos corantes encontrados na literatura (azul de toluidina 0,1% e

azul de metileno 0,1%).

—TBO (0,1%) azuleno (25%) + endoPTC
0,107 ——— MB (0,1%) - azuleno (0,1%) <35
—~endoPTC
43.0
0,08
] ,/\\ ‘ 42,5
— )
g 0,06 - \'\““n’\/\/ | 2.0
-~ /“/\\ i
= . ‘
lg / \\ 1 1,5
1.5 0,04 - /
r~
2 NN 110
<
0,02 4 —40,5
B T
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Figura 1: Espectro de absorgao para algumas amostras. O eixo Y da
esquerda refere-se ao azul de toluidina (TBO) e azul de metileno (MB). O da

direita refere-se ao azuleno + endo PTC, azuleno e endo PTC.
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Com relagao a temperatura, os resultados nao indicaram aumento
de temperatura em nenhuma das amostras € em nenhum dos sitios de
medicao.

Neste estudo, analisou-se os dados referentes ao experimento feito
comparando o /aser (utilizado com o corante azuleno+endo PTC) com o
liguido de Dakin. Além destes dois grupos, fez-se também um grupo
controle.

Em cada grupo utilizou-se dez amostras. Estas amostras foram
medidas em dois momentos diferentes: controle positivo (inicio) e apds
tratamento. O grupo /aser também foi medido apés a aplicagao do corante
para verificar se o uso deste sozinho provocava diminui¢éo nas ufc.

Primeiramente comparou-se o apés corante com o controle positivo do
grupo /aser e, depois disto, comparou-se os trés grupos nos dois

momentos analisados.

5.1 Efeito bactericida do corante

Comparou-se descritivamente através de graficos e tabelas o grupo
laser no controle positivo com o apés corante.

Na Tabela 1 tem-se as medidas descritivas para as ufc de cada
grupo e também a diferenca entre os valores obtidos no apés corante
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menos o controle positivo.

Na Figura 2 tem-se as médias + desvios padrao dos dois momentos.
Através deles pode-se observar que a diferenga entre as médias dos dois

grupos é pequena (44.800) e a variabilidade dentro do grupo € grande.

Tabela 1 —Medida descritivas para a ufc/ml do grupo /aser - Corante

Controle Apéds uso do corante | Diferencga
Média 966.000 921.200] 44.800
Mediana 713.000 690.000 20.000
Desvio Padrao 828.862 759.717| 266.437
Minimo 100.000 120.000| -448.000
Maximo 2.640.000 2.260.000, 660.000
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Figura 2 — Médias * 1 desvio padrao para as ufc/ml do grupo

laser e somente corante.
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5.1.1 Analise Inferencial

A andlise inferencial mostrou que nao existiu diferenca estatistica
significante entre os momentos, isto €, apenas a aplicacdo do corante por

cinco minutos nao provocou efeito bactericida.
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5.2 Comparagao entre laser X liquido de Dakin X controle

Comparou-se os grupos laser e liquido de Dakin (e também o
controle), observando os valores obtidos no controle positivo e apés o

tratamento.

5.2.1 Analise Descritiva

Na tabela Tabela 2 tem-se as medidas descritivas para as ufc/ml, na
Figura 3 tem-se as médias + desvios padrdo dos grupos na escala
logaritmica. Através deles pode-se observar que:

e No controle positivo os valores sdo bem préximos;
e O grupo controle ficou no mesmo patamar apés o tratamento;
e O grupo laser foi o que apresentou a maior queda apds o tratamento,

com todas as amostras apresentando nenhuma ufc.
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Tabela 2 — Medidas descritivas para as ufc/ml - laser x liquido de Dakin x

controle
Desvio
Grupos Momento Média Mediana Minimo Maximo
padrao
Controle
Positivo 504.300 470.000 546.952 4.000 1.640.000
Controle
Apos
tratamento 538.950 444.000 455.743 5.000 1.564.000
Controle
Positivo 898.000 789.000 429.679 240.000 1.720.000
Dakin
Apoés
tratamento 6.060 0 10.466 0 33.000
Controle
Positivo 966.000 713.000 828.862 100.000 2.640.000
Laser
Apoés
tratamento 0 0 0 0 0
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Figura 3 — Médias para as ufc/ml — laser x Dakin x controle

(escala logaritmica)
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5.2.2 Analise Inferencial

Para verificar se os grupos sdo diferentes ou né&o, utilizou-se a
técnica de Andlise de Varidncia para medidas repetidas com o logaritmo
das ufc. Como o logaritmo de 0 néo existe (na verdade ele tende a menos

infinito), utiliza-se nestas amostra o valor 0, o que significa a amostra ter
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apresentado 1 ufc/ml.

Para verificar quais das médias sao diferentes, fizemos
Comparagdes Multiplas pelo método de Tukey, pela qual pode-se testar
quais medias sao diferentes. Na Tabela 3 tem-se os niveis descritivos
pelos quais pode-se ver que:

o No momento controle positivo os trés grupos sao iguais. Além disto o
apés tratamento do grupo controle, também é igual aos controles
positivos;

e O apéds tratamento do grupo liquido de Dakin € significativamente
diferente de todos os demais;

e O ap6s tratamento do grupo /aser € significativamente diferente de

todos os demais.
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Tabela 3 — Comparagdes miiltiplas pelo método de Tukey para o logaritmo

da ufc/ml — laser x liquido de Dakin.

As diferencas significatvivas estiao

hachuradas
Grupo Controle Dakin Laser
Controle Apbs Controle Apos Controle Apos
Momento
Positivo tratamento| Positivo tratamento | Positivo tratamento
Controle
0,9706 0,2887 0,0001 0,4250 0,0001
Positivo
Controle
Apoés
0,9706 0,7180 0,0001 0,8639 0,0001
tratamento
Controle
0,2887 0,7180 0,0001 0,9996 0,0001
Positivo
Dakin
Apoés
0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0171
tratamento
Controle
0,4250 0,8639 0,9996 0,0001 0,0001
Positivo
Laser
Apods
0,0001 0,0001 0,0001 0,0171 0,0001
tratamento

67



A

5.3 Estudo da recontaminagido ap6s uma semana

Analisou-se os dados referentes ao experimento feito comparando o
jaser (utilizado com o corante azuleno+endo PTC) com o controle para
estudo da recontaminagdo. Para isto, nove amostras para cada grupo
foram analisadas em trés momentos diferentes: controle positivo (inicio),

tratamento e ap6s uma semana.

5.3.1 Analise Descritiva

Nas tabelas Tabela 4 tem-se as medidas descritivas para as ufc/ml,
na Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada. 4 tem-se as médias
dos grupos na escala normal e na logaritmica. Através deles pode-se
observar que:

> Apoés tratamento, os valores foram mais baixos e uma semana

apods os valores subiram;

> No momento inicial aparentemente existe uma diferenga entre os

dois grupos (/aser e controle);

> Observa-se pelo grafico logaritmico que no momento inicial e

apos tratamento, a diferenga entre os dois grupos se mantém, ou

68



seja, as curvas laser e controle sdo paralelas, e esta aumenta um

pouco uma semana depois.

Tabela 4 — Medida descritivas para as ufc/ml — Recontaminagao

Desvio
Grupo Momento Média Mediana Minimo  Maximo
padrao
Controle Positivo|345.000 130.000 438.178 5.000 1.230.000
Controle Tratamento 2.576 10 6.608 0 20.000
1 semana apés [205.222 50.000 387.578 0 1.200.000
Controle Positivo|174.678 60.000 347.413 905 1.090.000
Laser Tratamento 1.401 50 3.271 0 10.000
1 semana apés |[25.851 50 53.090 0 162.000

Figura 4 — Médias para as ufc/ml — Recontaminagao
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5.3.2 Anadlise Inferencial

Para tentar compensar a diferengca entre as médias no controle
positivo (momento inicial) optou-se por analisar o percentual apos
tratamento e 1 semana depois em relagao ao respectivo controle positivo.

Na Tabela 5 e na Figura 5 tem-se as médias dos percentuais a
qual as ufc foram reduzidas e pode-se observar que no tratamento os dois
percentuais sdo bem proximos, mas apds uma semana, o controle &€ bem

maior que o /aser.

Tabela 5 —~Média para o Percentual de ufc/ml — Recontaminagao

Grupo Tratamento 1 semana ap6s
Controle 4,59 57,76
Laser 4,62 29,66
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Figura 5 -Médias para o percentual de ufc/ml — Recontaminacao

70 —

Tratamento 1 semana apds

—e— Controle —m— Laser

Para verificar se os grupos sao diferentes ou nao, utilizou-se a
técnica de Andlise de Varidncia para medidas repetidas com o percentual
de reducdo de ufc/ml. Os resultados mostraram que, apesar da diferenga
que observamos no grafico acima, devido a variabilidade entre as
amostras, nao podemos afirmar que a diferenca entre os dois grupos no

momento uma semana apo6s € significantemente maior que a diferenga no

tratamento.
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6. Discussao

Os resultados obtidos no estudo piloto, quando comparou-se os
corantes encontrados na literatura (azul de toluidina e azul de metileno),
duas diferentes formulagbes do azuleno (solucdo aquosa de azuleno a
0,1% e solugdo aquosa de azuleno a 25% associado ao endo PTC), a
substancia quimica hipoclorito de s6dio a 0,5% - liquido de Dakin e
solugdo salina, mostraram que o laser associado ao azuleno foi
significativamente superior em reduzir o nimero de colbnias do E. faecalis
quando comparado ao uso dos outros corantes associados ao laser e as
substancias quimicas. Este achado, quando analisado sob o grafico das
bandas de absorg¢ao dos corantes, confirma que a banda de absor¢éo do
azuleno é ressonante com o comprimento de onda emitido pelo laser de
diodo utilizado neste estudo (685 nm) e possui uma maior absor¢céao em
relacao aos outros corantes, que foram utilizados na mesma concentracgéo.
Comparando-se as duas formulagbes do azuleno, quando o corante foi
associado com o endo PTC, esta formulagdo apresentou maior eficiéncia
em matar o E. faecalis, mostrando resultados 10 vezes superiores a
solugdo aquosa de azuleno a 0,1%. Por esta razao, optou-se por utilizar o

azuleno nesta investigacao.
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Os resultados encontrados quando comparou-se a terapia
fotodindmica com o controle quimico (liquido de Dakin), mostrou que a
iradiacdo laser associada ao corante azuleno em pasta, foi
significativamente mais alta, apresentando redugéo bacteriana de 100%
em todas as amostras. Os resultados do trabalho de Silbert e
colaboradores com reducao bacteriana utilizando o azul de metileno e o
laser de He-Ne em canais radiculares contaminados com o E.faecalis,
obteve apenas 40% de morte bacteriana com um tempo de irradiagcdo de
240 segundos. O tempo de irradiacéo utilizado neste estudo foi de 180
segundos, menor do que os 240 segundos utilizados por Silbert e
colaboradores, indicando maior conforto tanto para o paciente quanto para
o cirurgiao dentista.

A reducdo de 100% obtida em todas as amostras de canais
radiculares contaminados com o E.faecalis mostra um resultados bastante
favoravel, visto que esta bactéria, segundo Ayhan et al(1999), Noda et al
(2000), Zouain e Araj (2001)e Buck et al (2001), é resistente a diversos
medicamentos e substancias quimicas antimicrobianas, de dificil
eliminacdo, sendo frequentemente encontrada no interior do canal
radicular em dentes com histérico de falhas no tratamento endodontico

(Sundqvist et al 1998 e Peculiene 2000).
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Alguns autores, como Okamoto (1992), Dobson e Wilson (1992),
Silbert et al (2000), demonstraram que os corantes azul de metileno e azul
de toluidina podem ser toxicos para algumas culturas de bactérias,
dependendo da concentracdo utilizada. O corante azuleno, provavelmente
por ser um corante natural obtido a partir da camomila, quando em solucéo
aquosa ou associado ao endo PTC nao mostrou, nas condi¢cdes deste
estudo, ter efeito antibacteriano, indicando ser por terapia fotodinamica a
reducéo bacteriana conseguida.

A utilizacdo da associagdo do corante com o endo PTC mostrou ser
de facil remocao do interior do canal, ndo provocando, por analise visual,
manchamento na dentina, ndo havendo, portanto, nenhum risco de

comprometimento estético para o paciente.
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7. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que:

- A terapia fotodinamica foi um método efetivo na reducéo
bacteriana intracanal em canais radiculares contaminados com
cultura do Enterococcus faecalis.

- O corante azuleno a 25% associado ao Endo PTC e ao laser de
diodo (A=685 nm) irradiado por 3 minutos produziu reducao
bacteriana maior do que o conseguido pelo grupo controle e
sendo estatisticamente significante em relagéo ao grupo Dakin.

- A associagado do corante azuleno a 25% com o Endo PTC e o
laser de diodo de 685 nm produziu redugdo bacteriana em um
tempo clinico aceitavel e sua remocao do canal foi efetiva, nao

produzindo, por andlise visual, nenhum manchamento na dentina.
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APENDICE A

Resultado do estudo piloto - Redugdo bacteriana em tubos de

ensaio.

Neste estudo, comparou-se descritivamente através de graficos e

tabelas os grupos em analise. |

Na Tabela A.1 tem-se as medidas descritivas para as ufc/ml. Na

Figura A.1 tem-se as médias + desvios padrao dos grupos na escala
logaritmica. Através dele pode-se observar que:

> A solucao salina foi a que apresentou menor reducéo, ficando
com a ufc/ml muito acima dos demais;

» O melhor resultado ficou com azuleno+endo PTC que
apresentou ufc/mi 10 vezes menor que a segunda maior
reducao;

» O grupo azul de toluidina 0,1% apresentou maior variagéo que os
demais;

» Os grupos azul de metileno 0,1%, azul de toluidina 0,1% e

liquido de Dakin ndo s&do muito diferentes entre si.
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Tabela A.1 —Medidas descritivas para as ufc/ml — Tubos de

ensaio
Desvio
Grupos Média Mediana padrao Minimo Maximo
Azuleno+endo PTC | 45.667 42.000 12.897 35.000 60.000

Azuleno 0,1% 491.333 492.000 21.008 470.000 512.000
Azul Metileno 0,1% | 946.667 960.000 61.101 880.000 1.000.000
A. Toluidina 0,1% | 1.489.333 1.428.000 532.655 990.000 2.050.000
Dakin 1.176.000 1.208.000 162.382 1.000.000 1.320.000
Sol. Salina 4.140.000 4.000.000 260.000 3.980.000 4.440.000
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Figura A.1 —Médias * desvio padrao para as ufc/ml — Tubos de

ensaio
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Analise Inferencial

Na analise inferencial, comparou-se os grupos quanto a meédia das
ufc/ml.

Para verificar se os grupos sao diferentes ou néao, utilizou-se a
técnica de Anélise de Variancia para um fator fixo.

Para utilizar a técnica de forma mais adequada, fez-se uma

transformacdo na varidvel em estudo (ufc). A transformacao
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usualmente utilizada quando analisa-se bactérias é o logari’gmq, pois
o crescimento bacteriolégico é exponencial.

Para verificar quais das médias sao diferentes, fez-se Comparagées
Mualtiplas pelo método de Tukey, pela qual pode-se testar quais médias
sao diferentes. Na Tabela A.2 tem-se os niveis descritivos pelos quais
pode-se ver que:

> 0 azulenotendo PTC apresentou média significantemente

diferente de todos os outros grupos, assim como o azuleno 0,1%
e a solucao salina;
» 0 azul metileno 0,1%, azul de toluidina 0,1% e liquido de Dakin

nao apresentaram diferenca significante entre suas médias.
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Tabela A.2 — Comparagdoes miiltiplas pelo método de Tukey

para o logaritmo das ufc/ml — Tubos de ensaio. As diferengas

significatvivas estiao hachuradas.

Azuleno+ Azulde Azulde
Azuleno Liquido Sol.
endo Metileno Toluidina
1% de Dakin Salina
PTC 0,1% 0.1%
Azuleno+endo PTC 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Azuleno 1% 0,0000 0,0161 0,0003 0,0019 0,0000
Azul de Metileno
0,1% 0,0000 0,0161 0,1901 0,7783 0,0000
A. Toluidina 0.1% 0,0000 0,0003 0,1901 0,8168 0,0003
Liquido de Dakin 0,0000 0,0019 0,7783 0,8168 0,0001
Soluc¢ao Salina 0,0000 0,0000 0,0000 0,0003 0,0001
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