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RESUMO

Constitui objetivo deste estudo avaliar a eficacia antibacteriana adicional ao
preparo quimico-mecéanico (PQM) da terapia fotodinamica (TFD) com azul de
metileno ou com azul de toluidina (ambos a 15 pg/ml) em canais infectados por
cepa endoddntica de Enterococcus faecalis. Cem dentes unirradiculares foram
acessados, inoculados com uma cultura de E. faecalis e incubados por uma
semana. Apds o PQM, foram divididos em seis grupos (nos quatro primeiros
usando NaOCI a 2,5% como irrigante): Grupo A > TFD com azul de metileno;
Grupo B > controle: laser sem fotossensibilizador (FS); Grupo C - controle:
azul de metileno; Grupo D > TFD com azul de toluidina; Grupo E - irrigacéao
com solugdo salina: TFD com azul de toluidina; Grupo F - irrigacdo com
solucdo salina: TFD com azul de metileno. Preencheram-se os canais,
conforme seus grupos, com o FS ou com salina, sendo estes deixados no
canal por dois (Grupos A, B, D, E e F) ou seis minutos (Grupo C), e a luz
vermelha do /aser diodo ativada por quatro minutos (Grupos A, B, D, E e F).
Amostras foram coletadas antes e depois do PQM, bem como apés o
procedimento especifico de cada grupo, semeadas em placas de agar Mitis-
salivarius, procedendo-se depois a contagem das UFCs. Tais procedimentos
pds-PQM reduziram significativamente a contagem bacteriana quando
comparados com a contagem pré-PQM (P < 0,05). Nao houve diferenca
estatistica entre os procedimentos, quando comparados os grupos irrigados
com NaOCI, ou entre os irrigados com salina (P > 0,05), tendo-se contudo

observado diferencas quando comparados os grupos irrigados com NaOCI com

Vii



os irrigados com salina (P < 0,05). Os resultados sugerem possuir a TFD efeito
adicional no tratamento endoddntico para a redugao bacteriana, tanto com azul

de metileno quanto com azul de toluidina.

Palavras-chave: Desinfecgdo; Terapia fotodinamica; Azul de metileno; Azul de

toluidina; Enterococus faecalis.

viii



ABSTRACT

This study aims to investigate the additional antimicrobial effect of
photodynamic therapy (PDT) with methylene blue or toluidine blue (both at 15
ug/ml) on root canals infected by an endodontic strain of Enterococcus faecalis.
One hundred single-rooted teeth were accessed, their canals were inoculated
with an E. faecalis culture and incubated for one week. After root canal
preparation, the teeth were divided into six groups (the first four groups were
irrigated with 2.5% NaOCI): Group A = PDT with methylene blue; Group B >
control: laser without photosensitizer (PS); Group C - control: methylene blue;
Group D - PDT with toluidine blue; Group E -> irrigation with saline: PDT with
toluidine blue; Group F: irrigation with saline: PDT with methylene blue.
According to their groups the root canals were filled with PS or saline, which
were left for two (Groups A, B, D, E or F) or six minutes (Group C) followed by
exposure to red light from a diode laser for four minutes (Groups A, B, D, E and
F). Samples were taken before and after chemomecanical preparation and after
the especific procedure for each group, plated onto Mitis-salivarius agar. After
fourty-eight hours, the colony forming units were counted. All procedures after
chemomecanical preparation reduced significantly the number of bacterial cells
in comparison to the number before the root canal preparation (P < 0,05). There
were no significant differences in the comparison of the groups irrigated with
NaOCI or with saline (P > 0,05), but there were significant difference in

comparing the groups irrigated with NaOCI to the groups irrigated with saline (P



< 0,05). The results suggest that PDT with methylene blue and toluidine blue

has an additional effect to endodontic treatment with regard to disinfection.

Key words: Disinfection; Photodynamic therapy; Methylene blue;

Toluidine blue; Enterococus faecalis.
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INTRODUCAO

O objetivo do tratamento endodéntico consiste em eliminar ou reduzir ao
maximo o numero de microorganismos do interior do sistema de canais
radiculares (SCR) (SIQUEIRA et al, 1999). A patologia a ser tratada pelo
endodontista é a lesédo perirradicular, ja estando bem estabelecida a relagao de
causa-e-efeito entre os microorganismos e o0 desenvolvimento dessa leséo
(KAKEHASHI et al., 1965; SUNDQVIST, 1976; MOLLER et al., 1981).

Em 1894, MILLER ja sugeria que 0s microorganismos eram 0S
causadores das lesdes perirradiculares, mas nao estabeleceu uma relacéo
direta de causa-e-efeito. KAKEHASHI et al. (1965) expuseram as polpas de
ratos convencionais e de ratos germ-free ao meio bucal e, apds a analise
histolégica, observaram que o0s animais convencionais desenvolveram
inflamacao ou necrose pulpar, enquanto nos germ-free houve reparacao por
deposicao de dentina na area da exposi¢cdo. Assim, comprovaram a teoria
proposta por Miller.

SUNDQVIST (1976), por sua vez, confirmou a importancia das bactérias
para o desenvolvimento de lesbes perirradiculares, em um estudo in vivo onde
sé encontrou microorganismos em canais de dentes despolpados com
destruicdo éssea perirradicular.

J& MOLLER et al. (1981) demonstraram que, nos casos de necrose
pulpar séptica, houve o desenvolvimento de les&o perirradicular, enquanto nos

casos de necrose asséptica, esses tecidos estavam desprovidos de inflamacao



e com indicios de reparacdao, o que também confirma a importancia dos
microorganismos para a ocorréncia dessas lesées.

O sucesso do tratamento endodéntico, portanto, vai depender do
controle microbiolégico, da limpeza e modelagem do SCR e do vedamento
tridimensional desse sistema através da obturacédo (SIQUEIRA et al., 2004d).

SCHILDER (1967) introduziu o conceito de limpeza e modelagem,
estabelecendo objetivos que tinham como propésito ndo s6 produzir um
preparo tridimensional, mas também preservar a posicdo e o tamanho do
forame.

O preparo quimico-mecanico (PQM) promove a limpeza e a modelagem
do canal radicular com o uso de instrumentos endodénticos, de substancias
quimicas e da irrigacdo-aspiracdo (LOPES et al., 2004a). A modelagem dos
canais radiculares € obtida com o uso de instrumentos endoddnticos,
objetivando uma conformacéao cénica-progressiva desses canais. Ja a limpeza
tem como objetivo a remocéao de todo o tecido pulpar vivo ou necrosado, bem
como a eliminacdo ou a reducdo ao maximo da concentragdo de
microorganismos no interior do canal, para criar um ambiente propicio a
reparacao dos tecidos perirradiculares (LOPES et al., 2004a). Durante o PQM,
a limpeza é alcancada através da acdo dos instrumentos nas paredes dos
canais, da acdo quimica das solucdes irrigadoras e da acdo mecanica de fluxo
e refluxo dessas solucdes (LOPES et al., 2004a).

Em funcédo da grande complexidade da anatomia interna do SCR, sabe-

se que nenhuma técnica empregada no PQM é capaz de eliminar todos os



microorganismos e a eventual permanéncia deles no interior dos canais esta
relacionada ao insucesso endodéntico (LOPES et al., 2004a).

A medicacao intracanal pode reduzir os microorganismos que, apds o
PQM, permaneceram nos istmos, nas ramificagées, nos canais acessoérios, nos
deltas apicais e nos tubulos dentinarios (SIQUEIRA & LOPES, 2004).

As técnicas atuais para a desinfeccdo do SCR incluem a
instrumentacdo, a irrigacdo com agentes antimicrobianos e a medicacéo
intracanal (SIQUEIRA et al., 2004d). No entanto, novos procedimentos para
aprimorar a desinfecgdo do SCR vém sendo desenvolvidos, dentre os quais 0
uso do laser de baixa poténcia (SEAL et al., 2002; BONSOR et al., 2006;
FONSECA et al., 2008; GARCEZ et al., 2008).

A terapia fotodindmica (TFD) faz uso de um fotossensibilizador (FS) nao
téxico ativado pela luz do laser na presenca de oxigénio. A exposi¢do do FS a
luz resulta na formagcao de um derivado do oxigénio, como o oxigénio singlet e
radicais livres capazes de induzir danos e até a morte dos microorganismos
(KONOPKA & GOSLINSKI, 2007).

A TFD tem sido estudado como procedimento promissor na eliminacao
de bactérias, em casos de doencas pulpares (SEAL et al., 2002; BONSOR et
al., 2006a; BONSOR et al., 2006b; CASTRO et al., 2006; GARCEZ et al., 2006;
SOUKOS et al, 2006; WILLIAMS et al, 2006; GARCEZ et al, 2007;
BERGMANS et al, 2008; FIMPLE et al, 2008; FONSECA et al, 2008;
GARCEZ et al., 2008), doencas periodontais (SOUKOS et al., 1998; SOUKOS
et al., 2000; SOUKQOS et al., 2005), peri-implantite e caries. FSs como o azul de

metileno (SOUKOS et al., 2000; SOUKOS et al., 2006; FIMPLE et al., 2008) e o



azul de toluidina (SEAL et al., 2002; BONSOR et al., 2006a; WILLIAMS et al.,
2006; BERGMANS et al., 2008; FONSECA et al., 2008), bem como derivados
do PEl-ce6 (SOUKOS et al., 1998; GARCEZ et al., 2007; GARCEZ et al.,
2008), vém sendo testados em associacdo ao laser de baixa intensidade na
tentativa de se alcancar efeitos bactericidas.

Este estudo inscreve-se nos esforcos de buscar novos procedimentos
para aperfeicoar a desinfeccdo do SCR, tendo por objetivo avaliar o efeito
adicional da TFD em relacdo ao PQM na reducdo da carga bacteriana de
canais radiculares contaminados por uma cepa selvagem (isolado endodéntico)

de Enterococcus faecalis.
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Bactérias e seus subprodutos desempenham um importante papel no
desenvolvimento e na manutencao das lesdes perirradiculares (KAKEHASHI et
al, 1965; SUNDQVIST, 1976; MOLLER et al, 1981). A composicdo da
microbiota e a sua localizacdo no interior do canal radicular dependem da
disponibilidade de oxigénio, do acesso e da disponibilidade de nutriente, do
sinergismo e/ou competicdo entre espécies e das defesas do hospedeiro
(HAAPASALO et al., 2005).

Na infecgdo endodéntica a maioria das células bacterianas encontra-se
em suspensao no canal principal, mas podem ocorrer grandes aglomeracdes
bacterianas aderidas as paredes do canal, formando um biofiime de
multicamadas e multiespécies, estabelecendo-se assim, portanto, uma
comunidade climax. As bactérias desses aglomerados podem estender-se para
o interior dos tubulos dentinarios, o que provoca uma infecgdo intratubular
(SIQUEIRA et al., 2004c).

Na infeccdo primaria, as condi¢cdes favorecem a presenca de bactérias
anaerodbias estritas, presentes em combinacdes de dez a vinte espécies. As
mais comumente encontradas pertencem aos géneros Fusobacterium,
Prevotella,  Porphyromonas,  Treponema, Tannerella,  Streptococcus,
Peptostreptococcus,  Eubacterium, Propionibacterium, Campylobacter,
Selenomonas e Actinomyces (SIQUEIRA et al., 2004c; SIQUEIRA & ROCAS,

2005).



SIQUEIRA et al. (2002a) analisaram o padrdao da infecgdo primaria de
quinze dentes unirradiculares recém-extraidos com lesdo perirradicular
aderidas aos respectivos apices. Esses dentes foram submetidos ao
microscopio eletrbnico de varredura, sendo entdo observada intensa
colonizacao bacteriana, com predominio da forma cocos, constatando-se ainda
ocasionalmente a presenca de fungos. O padrao de colonizagdo demonstrou
uma organizacao de comunidade climax em alguns casos, com penetracao de
bactérias nos tubulos dentinérios.

Utilizando o método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
investigar a prevaléncia de patégenos endoddnticos na porcdo apical das
raizes de dentes extraidos com lesdes perirradiculares, SIQUEIRA et al.
(2004b) detectaram a presenca de Pseudoramibacter alactolyticus em 44% dos
casos, Treponema denticola em 26%, Fusobacterium nucleatum em 26%,
Porphyromonas endodontalis em 17%, Filifactor alocis em 9%, Dialister
pneumosintes em 4%, Porphyromonas gingivalis em 4% e Tannerella
forsythensis em 4%.

SOUZA et al. (2005), utilizando a técnica do checkerboard para
hibridizacdo DNA-DNA, observaram uma incidéncia de 100% de
Fusubacterium nucleatum ss. vincentii em dentes com infeccado primaria, bem
como uma grande prevaléncia de Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga
ochracea, Streptococcus constellatus, Veillonella parvula, P. gingivalis,
Prevotella melaninogenica e Streptococcus sanguinis. As conclusbes desse
estudo confirmam a constatacado de ser polimicrobiana a infeccao endodéntica,

com predominio de anaerdbios estritos.



No estudo realizado por CHU et al. (2005), observaram os autores que
0s géneros prevalentes foram Prevotella, Peptostreptococcus, Actinomyces e
Campylobacter, bem como que a quantidade média de espécies por canal foi
de 4,6. Esse estudo também confirmou a natureza polimicrobiana da infeccao
endoddntica primaria, com predominio de espécies Gram-negativas.

E. faecalis, uma espécie bacteriana Gram-positiva anaerdbia facultativa,
€ muito associada a persisténcia da infec¢ao intra-radicular (SIQUEIRA et al.,
1997; SIREN et al., 1997; GOMES et al., 2001; EVANS et al., 2002; GOMES et
al., 2003; PINHEIRO et al., 2003; HAAPASALO et al., 2005; STUART et al.
2006). A alta resisténcia do E. faecalis ao hipoclorito de sédio (NaOCI) e ao
hidréxido de calcio [Ca(OH).] pode resultar na sua permanéncia apos o término
do tratamento endoddntico e por isso essa espécie bacteriana esta associada a
infecgOes persistentes (SIQUEIRA 2001; EVANS et al., 2002; RADCLIFFE et
al., 2004).

Essa espécie pode ser encontrada em monoinfeccdo ou estar
associada a poucas espécies, além de ser capaz de sobreviver por longos
periodos sem nutrientes. Sua alta resisténcia aos medicamentos utilizados
durante a terapia endodéntica, principalmente a acao antimicrobiana da pasta
de Ca(OH), usada como medicacao intracanal, é proporcionada pela sua
capacidade de sobreviver em ambientes com pH alcalino (BYSTROM et al.
1985; SIQUEIRA et al., 1997; SIREN et al., 1997; GOMES et al., 2001; EVANS
et al., 2002; MENEZES et al. 2004; HAAPASALO et al., 2005; STUART et al.

2006).



EVANS et al. (2002) observaram que o E. faecalis € resistente ao
Ca(OH), quando este estd com pH 11,1 ou menos. Quando ocorre uma
elevagdao no pH do meio, a bactéria tende a preservar seu pH intracelular
através de uma bomba de prétons. O correto funcionamento dessa bomba é
critico para a sobrevivéncia do E. faecalis em ambientes alcalinos e quando o
pH atinge 11,5, esse mecanismo mostra-se sobrecarregado, o que leva a morte
0 microorganismo.

Os microorganismos estabelecidos no interior do SCR nao podem ser
atingidos pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Por isso, as infecgbes
de origem endoddntica devem ser tratadas tanto por procedimentos mecanicos

quanto por substancias quimicas (SIQUEIRA et al., 1997).

Preparo quimico-mecéanico (PQM)

O objetivo do tratamento endoddntico consiste em eliminar ou reduzir o
numero de bactérias no interior do SCR. Essa reducéo é conseguida pelo PQM
do SCR, auxiliado pelo uso da medicacao intracanal (SIQUEIRA et al., 1997).

Sabe-se que nenhum protocolo atual é capaz de eliminar por completo
0s microorganismos do interior do canal de modo a torna-lo estéril. Por isso,
varios estudos cientificos buscam técnicas com o objetivo de reduzir ao
méximo a infeccdo do canal radicular (BYSTROM & SUNDQVIST, 1983;
BYSTROM & SUNDQVIST, 1985; SAKAMOTO et al., 2007).

Tem sido muito demonstrado que, quando se obtém uma cultura
negativa no momento anterior a obturacao, o indice de sucesso do tratamento

endodéntico é alto (SUOGREN et al, 1997; SHUPING et al, 2000;



MCGURKING-SMITH et al, 2005; SIQUEIRA et al, 2007a). Apesar de
sabermos que a cultura negativa nao significa que o canal esta livre de
bactérias, uma vez que esse teste microbioldgico traduz apenas as condicoes
microbiolégicas da luz do canal principal (SIQUEIRA et al., 2004a). SIOGREN
et al. (1997) observaram uma taxa de sucesso de 94% apds cinco anos quando
os dentes foram obturados apds obtencao de cultura negativa, o que foi maior
e estatisticamente significativo em relacdo aos dentes obturados com cultura
positiva, cujo tratamento bem sucedido alcangou apenas o indice de 68% no
mesmo periodo avaliado.

Desse modo, a obtencdo de uma cultura negativa, apesar de esta nao
ser usualmente realizada no dia-a-dia da clinica, deve ser o objetivo do
endodontista. Para tanto, deve ele basear-se nos estudos cientificos que
mostram os efeitos antimicrobianos dos protocolos que mais se aproximam
dessa finalidade (SIQUEIRA et al., 2007a).

Efeito mecanico

BYSTROM & SUNDQVIST (1981) analisaram a reducdo microbiana de
canais infectados ap6s a realizacdo do PQM com instrumentos manuais de aco
inoxidavel e solucado salina. Observaram que o procedimento foi eficaz na
reducdo da contagem de microorganismos do interior dos canais radiculares,
mas metade dos casos permaneceu apresentando bactérias viaveis.

DALTON et al. (1998) compararam a reducao bacteriana do interior de
canais radiculares irrigados com solucéo salina e preparados com instrumentos
rotatérios de niquel-titanio (NiTi) faper 0,04 e pela técnica step-back com

instrumentos de ago inoxidavel. Amostras foram coletadas antes, durante e



depois do PQM. Os autores observaram que, com 0 aumento progressivo do
calibre dos instrumentos, a redugcdo microbiana foi uniforme e progressiva,
independentemente da técnica utilizada. Os resultados desse estudo indicaram
nao haver diferenca estatistica significativa entre as técnicas quanto a
capacidade de redugado bacteriana intracanal, e que nenhuma das técnicas
conseguiu debelar totalmente as bactérias do interior dos canais radiculares.

Com o intuito de estudar os efeitos mecénicos da instrumentacao e da
irrigacdo, SIQUEIRA et al. (1999) inocularam E. faecalis em dentes extraidos e
os instrumentaram com instrumentos manuais Nitiflex, GT e Profile série 29
(taper 0,06), irrigando-os com solugdo salina. A instrumentagcdo com Nitiflex
namero 30 foi significativamente mais eficaz do que a utilizacdo dos
instrumentos GT. Nao encontraram os autores diferenca estatistica quando
compararam os efeitos da Profile nimero 5 com a GT e com a Nitiflex nimero
30. O preparo apical até a lima Nitiflex numero 40 foi significativamente mais
eficaz na eliminacdo de bactérias do que as outras técnicas e instrumentos
testados. Os resultados desse estudo mostraram que a instrumentacdo e a
irrigacdo através da agao do fluxo e refluxo podem remover mecanicamente
mais de 90% das células bacterianas do interior do canal radicular.

Em um estudo in vitro, COLAK et al. (2005) analisaram a reducgao
bacteriana intracanal em canais inoculados com E. faecalis e instrumentados
com instrumentos manuais de aco inoxidavel Hedstréem, com limas Hedstéem
adaptadas ao motor de rotagdo alternada Giromatic e com instrumentos
rotatérios de NiTi Hero 642. Solucdo salina estéril foi usada como solucéao

irrigadora, e amostras foram coletadas antes e depois do PQM. Todos os
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instrumentos testados revelaram-se aptos a reduzir o nimero de células
bacterianas do interior dos canais radiculares, ndo havendo diferenga
estatistica significativa entre eles, observando-se, contudo, que nenhuma
técnica neutralizou por completo a presencga bacteriana.

Efeito quimico

A irrigacdo desempenha um importante papel na eliminacdo dos
microorganismos do canal radicular. Os irrigantes sdo usados durante o
tratamento endodéntico com o objetivo de remover debris, lubrificar paredes
dentinarias, dissolver matéria organica e atuar como antibacteriano (SIQUEIRA
et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2002b).

Os procedimentos de limpeza e desinfeccdo do SCR, por sua vez, estdo
diretamente relacionados com efeitos quimicos e mecanicos dos irrigantes. O
efeito mecénico da irrigacdo é gerado pela acao de fluxo e refluxo da solucao
no interior do canal radicular (SIQUEIRA et al., 2000).

A escolha do agente irrigante a ser usado deve levar em consideracao
uma combinacdo de varias propriedades, como acdo antimicrobiana,
capacidade de dissolucao do tecido pulpar e compatibilidade biol6gica com os
tecidos perirradiculares (ESTRELA et al, 2003). O NaOCl é amplamente
recomendado como irrigante no PQM dos SCR, devido a sua capacidade
solvente de tecidos necrosados e vivos, bem como a suas propriedades
antibacterianas (AYHAN et al., 1999; ESTRELA et al., 2002). Essa solucao
reage com os debris organicos do interior do SCR, o que facilita a limpeza, mas

essa reacao inativa o hipoclorito e reduz sua capacidade antibacteriana, razao
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por que a solugao de hipoclorito de sodio do interior do canal radicular deve ser
sempre renovada (BYSTROM & SUNDQVIST, 1985).

Quando o NaOCI reage com a agua, ha a formacao de hidréxido de
sédio e acido hipocloroso (LOPES et al, 2004b), conforme reacao

representada abaixo:

NaOCl + H,O *= NaOH + HOCI
Acido

Hipoclorito Hidréxido de .
hipocloroso

de sé6dio sédio

O acido hipocloroso contém cloro ativo que funciona como um forte
agente oxidante, sendo o responsavel pelo efeito antimicrobiano através da
oxidacdo de um grupo de enzimas importantes para o metabolismo das
bactérias (AYHAN et al., 1999; SIQUEIRA et al., 2000; ESTRELA et al., 2002).

BYSTROM & SUNDQVIST (1983) observaram uma consideravel
reducédo na quantidade de bactérias do canal radicular apés o PQM com o uso
de uma substancia sem poder antibacteriano, mas o PQM com NaOCI a 0,5%
se mostrou mais eficaz. Segundo os mesmos autores (1985), ndo existe
diferenca no efeito antibacteriano da irrigacdo com NaOCl a 0,5% e a 5%. Além
disso, observaram maior eficacia no uso combinado do EDTA com NaOCI a 5%
do que na utilizacao exclusiva do NaOCI. Notaram também que as bactérias
sobreviventes a instrumentacdo e irrigacdo apresentavam um rapido

crescimento quando nenhuma medicacao intracanal era empregada.
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Apbés o PQM utilizando o NaOCI a 0,5% como solucdo irrigadora,
SJOGREN et al. (1997) obtiveram 60% dos dentes com cultura negativa apés o
tratamento inicial.

No estudo realizado por SIQUEIRA et al. (2000), observaram os autores
que as concentracdes de NaOCI nas solugdes testadas (a 1%, 2,5% € 5,25%)
nao apresentaram diferenca estatistica significativa quanto a capacidade de
remocdo de E. faecalis do interior de canais de dentes extraidos. Esses
resultados sugerem que a irrigacao freqiente e abundante com a concentracéo
mais fraca de NaOCI é suficiente para a eliminacdo dos microorganismos do
interior do canal radicular, questionando a necessidade do uso de solugdes
mais concentradas.

Utilizando instrumentagao rotatéria com instrumentos de NiTi com taper
04 e irrigacao com NaOCIl a 1,25%, SHUPING et al. (2000) obtiveram uma
reducdo significativa e progressiva entre a contagem bacteriana inicial e a
contagem apods o uso de cada um dos trés instrumentos finais. A irrigacdo com
NaOCI foi superior na reducao bacteriana do que com a solugcédo salina, e
resultou em 61,9% de cultura negativa. O aumento progressivo do preparo
apical, por conseguinte, mostrou-se importante na reducao bacteriana.

PETERS et al. (2002), em um estudo in vivo, observaram que, apos o
PQM e a irrigagdo com NaOCIl a 2%, houve uma redugdo significativa de
bactérias em relagcdo a contagem inicial, e 76% dos dentes apresentaram
cultura negativa apds esse preparo.

A andlise do estudo in vitro de BERBER et al. (2006) sugere que a

solucdo de NaOCI a 5,25% apresenta uma capacidade antimicrobiana superior
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as solucdes a 2,5% e a 0,5% no interior dos tdbulos dentinarios, mas essa
mesma diferenca ndo é encontrada quando se analisa a capacidade de
limpeza do canal principal. Com base nos resultados obtidos, os autores
puderam concluir que a auséncia do crescimento bacteriano das amostras
coletadas ap6s o PQM néao se reflete na auséncia de crescimento bacteriano
no interior dos tubulos dentindrios.

Devido a toxicidade do NaOCI, diversas solugdes estdo sendo testadas
para substitui-lo na irrigacdo do SCR (SASSONE et al., 2003; CARSON et al.,
2005; HAAPASALO et al., 2005; ZEHNDER et al., 2006).

Ao analisarem a capacidade antimicrobiana através de zonas de inibicao
em placas de agar com culturas de diferentes microorganismos, AYHAN et al.
(1999) observaram que o NaOCI a 5,25% se mostrou superior ao NaOCIl a
0,5%, a solugao de clorexidina a 2%, ao alcool a 21%, ao cresofene (PMNC,
timol a 30% e dexametasone a 0,1%) e a solucao salina. Esta ultima, por sua
vez, mostrou-se ineficaz, e a reducao na concentracdo de NaOCI resultou em
diminuic¢&o significativa do seu poder antibacteriano.

GOMES et al. (2001) testaram a capacidade antibacteriana do NaOCI
nas concentracdes de 0,5%, 1%, 2,5%, 4% e 5,25%, bem como da clorexidina
gel e liquida com 0,2%, 1% e 2% de concentracdo em pog¢os com suspensdes
de células de E. faecalis em NaCl em diferentes tempos. Observaram que
todos os irrigantes foram eficazes contra a bactéria estudada, sendo os mais
ativos a clorexidina liquida em todas as concentracdes e o NaOCI a 5,25%.
Observou-se também que o tempo necessario para a eliminacdo do

microorganismo depende da concentragéo do irrigante utilizado.
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Usando membranas com biofimes de Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius, F. nucleatum e E.
faecalis, SPRATT et al. (2001) analisaram a eficacia antibacteriana do NaOCI a
2,25%, da clorexidina a 0,2%, do iodo e da prata coloidal. O NaOCI foi 0 mais
eficaz contra E. faecalis, alcancando 100% de eficacia nos intervalos de tempo
de quinze e sessenta minutos. Os autores concluiram que a capacidade
antimicrobiana dos agentes testados depende da natureza do biofilme e do
tempo de contato com 0 mesmo.

SASSONE et al. (2003) avaliaram o crescimento de Staphylococcus
aureus, E. faecalis, Escherichia coli, P. gingivalis e F. nucleatum apds contato
com NaOCl a 1% e a 5% e com clorexidina a 0,12%, a 0,5% e a 1%. A
clorexidina a 0,12% nao eliminou o E. faecalis, enquanto a clorexidina a 1% e o
NaOCl a 1% e a 5% eliminaram todos os microorganismos.

ONCAG et al. (2003) compararam as propriedades antimicrobianas do
NaOCI a 5,25%, clorexidina a 2% e clorexidina a 0,2% com cetrimide a 0,2%
(Cetrexidin®) em dentes extraidos contaminados com E. faecalis. Concluiram
assim que a clorexidina a 2% e o Cetrexidin® foram mais eficazes,
apresentando um efeito residual maior e menor toxicidade que o NaOCI a
5,25%.

A clorexidina deve ser usada em concentracdes superiores a 0,12% para
se obter um maior espectro bactericida. Seu uso € indicado quando o contato
da regiao perirradicular com a solucéo irrigadora for inevitavel, como em apices
abertos e perfuracbes e ainda em casos de alergia ao NaOCl e como

medicacéao intracanal, devido a sua substantividade (SASSONE et al., 2003).
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ERCAN et al. (2004), com base nos resultados obtidos em seu estudo
clinico, concluiram que a clorexidina a 2% teve maior atividade antibacteriana
que o NaOCl a 5,25%.

Ao analisarem o efeito antimicrobiano da doxiciclina a 0,01% e a 0,05%,
do NaOCl a 6% e a 3% e da clorexidina a 2% e a 0,12% em placas de agar
cultivadas com P. micros, P. intermedia, S. sanguinis e Lactobacillus
acidophilus, CARSON et al. (2005) observaram que as duas concentragdes de
doxiciclina foram mais eficazes para os trés primeiros microorganismos do que
as outras substancias testadas, seguidas pelo NaOCI a 6%. No entanto, contra
o L. acidophilus o NaOCI nas duas concentracdes foi mais eficaz do que as
outras substancias.

VIANNA et al. (2006) compararam o grau de reducao bacteriana apés a
irrigagdo com NaOCI| a 2,5% ou com gel de clorexidina a 2% através da
contagem de formacao de colénias no meio de cultura e do real-time PCR. No
grupo do NaOCI, houve uma redugédo no numero de bactérias maior do que no
grupo da clorexidina, tanto pelo método de cultura quanto por real-time PCR.
Pelo método de cultura obtiveram 75% de cultura negativa no grupo do NaOCiI
apdés o PQM, enquanto no grupo da clorexidina o indice ficou em apenas 50%.

Com o objetivo de comparar a capacidade antimicrobiana do NaOCI, da
doxiciclina, do &cido citrico e do MTAD, KRAUSE et al. (2007) utilizaram dois
modelos in vitro. Discos de dentina bovina foram contaminados com E. faecalis
por duas semanas para depois serem tratados com as substancias em estudo,

indicando maior eficiéncia do NaOCI e da doxiciclina. No segundo modelo de
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estudo, no teste de difusdo em agar, foi observado que o NaOCI apresentou
um halo de inibicdo menor que o da doxiciclina e do MTAD.

BAUMGARTNER et al. (2007) observaram em um estudo ex vivo com
dentes humanos unirradiculares contaminados com E. faecalis, uma
desinfeccao consistente dos canais quando se utilizou NaOCl a 5,25% e EDTA
a 15%, significativamente maior do que a dos dentes irrigados com NaOCI a
1,3% / BioPure MTAD.

Ja o estudo clinico realizado por SIQUEIRA et al. (2007b) teve como
objetivo avaliar a reducao de populacdes bacterianas cultivaveis do interior de
canais unirradiculares com lesao perirradicular, utilizando a clorexidina a 0,12%
como solucgéao irrigadora e pasta de Ca(OH), com gel de clorexidina a 0,12%
como medicacao intracanal. Todas as amostras iniciais (S1) coletadas foram
positivas para bactéria e, apés o PQM (S2), 53,8% dos casos ainda
apresentavam bactérias cultivaveis. Depois de uma semana com a medicagao
intracanal (S3), em apenas 7,7% dos casos foram detectadas bactérias
cultivaveis. Encontrou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre as
amostras S1 e S2, S1 e S3 e S2 e S3. Com base nos resultados obtidos, os
autores puderam concluir que o PQM com a solucédo de clorexidina a 0,12%
como irrigante reduziu significativamente a quantidade de bactérias do interior
do canal radicular, mas falhou em deixa-lo livre de microorganismos em
aproximadamente metade dos casos. Concluiram ainda que o0 uso da
medicacdo estudada aumentou significativamente o numero de -culturas

negativas obtidas.
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Ao compararem a eficacia antimicrobiana das solugcdes irrigadoras
NaOCI a 2,5% e clorexidina a 0,12% em um estudo clinico, SIQUEIRA et al.
(2007c) observaram nao haver diferenca estatistica significativa entre os
protocolos estudados.

ZEHNDER (2006) sugere como protocolo de irrigacao durante o PQM o
uso copioso do NaOCI e, uma vez terminado o preparo, a utilizagao de 5-10 ml
de um agente quelante, EDTA ou acido citrico, deixado no canal por um
minuto. Apds a remocao da smear layer, a irrigacao final deve ser com NaOCI,
caso se use Ca(OH)., como medicacao intracanal, ou clorexidina, caso se
prefira gel de clorexidina como medicacao intracanal.

Um preparo radicular mais amplo e uma irrigacao freqiiente e abundante
com substéncias antimicrobianas maximizam a eficacia do PQM. No entanto,
apesar das técnicas de instrumentacdo e regimes de irrigacdo usados, a
maioria dos canais ainda apresenta bactérias vivas, o que confirma a falha de
penetracdo de instrumentos e irrigantes em certas areas do SCR (SIQUEIRA et
al., 2002b).

A profundidade de insercéao da seringa de irrigacdo também constitui um
fator relevante na reducao da contagem bacteriana intracanal. SEDGLEY et al.
(2005) demonstraram que 6 ml de irrigante € significativamente menos eficaz
quando a agulha de irrigacdo é posicionada a 5 mm do CT, em comparacao

guando posicionada a 1 mm do CT.
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Medicacao intracanal

A medicacao intracanal € um importante auxiliar na desinfeccdo de
dentes com lesao perirradicular, ja que se sabe que os procedimentos quimico-
mecanicos sozinhos nao sao capazes de erradicar a infeccdo do SCR
(SIQUEIRA et al., 2002a; SIQUEIRA et al., 2002b).

BYSTROM et al. (1985), em um estudo in vivo, compararam a eficacia
antimicrobiana de diferentes medicamentos intracanais em sessenta e cinco
dentes unirradiculares. Seus resultados indicaram que a pasta de hidréxido de
calcio [Ca(OH),] apresentou efeito antimicrobiano no interior do canal superior
ao fenol canforado e ao paramonoclorofenol canforado. Os autores afirmam
que, apesar de a irrigacao e o preparo mecanico apresentarem uma importante
reducao bacteriana do interior do canal, a medicacao intracanal ndo deve ser
abandonada, uma vez que, conforme o estudo em questdo, metade dos canais
estariam contaminados numa segunda consulta. Os resultados obtidos indicam
que a pasta de Ca(OH), usada como medicacdo intracanal em dentes
instrumentados e irrigados adequadamente consegue eliminar bactérias de
maneira eficaz, e que o tratamento endoddntico da infec¢do primaria pode ser
completado em duas consultas.

A acao antibacteriana, a dissolucao de tecidos, a inibicao de reabsorcao
radicular e a inducao da formacédo de tecido duro sdo algumas propriedades
bioldgicas atribuidas ao Ca(OH).. Por essas propriedades, seu uso tem sido
recomendado em diversas situa¢des na endodontia (LIN et al., 2003).

A capacidade bactericida do Ca(OH), provém da liberacdo dos ions

hidroxila, que provocam uma elevacao do pH do meio suficientemente alta para
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matar a maioria dos microorganismos presentes nos tubulos dentinarios, nos
deltas apicais, nos canais laterais, nos remanescentes pulpares e na smear
layer (SUOGREN et al. 1991). No estudo de SJOGREN et al. (1991), o Ca(OH),
se mostrou altamente eficaz em matar bactérias do canal radicular quando
deixado em seu interior por sete dias, e ineficaz quando deixado apenas por
dez minutos.

No estudo clinico de SHUPING et al. (2000), apés uma semana com
pasta de Ca(OH). como medicacao intracanal, obtiveram os autores 92,5% de
cultura negativa, o que foi estatisticamente mais eficaz que a contagem
bacteriana observada apo6s a instrumentagao rotatéria com instrumentos de
NiTi.

ALMYROUDI et al. (2002) analisaram a eficacia de diferentes
medicacdes em discos de dentes humanos contaminados com E. faecalis.
Concluiram que o Ca(OH), matou o E. faecalis dentro dos tubulos dentinarios
nos grupos de trés e oito dias, mas falhou no grupo de quatorze dias, o que
pode ser explicado pela redugdo do pH em funcdo da desidratacdo da
medicacdo intracanal. Observaram também que a clorexidina gel a 1%, a
clorexidina gel com Ca(OH), e o PerioChip® foram eficazes na eliminacdo das
bactérias do interior dos tubulos, sendo a clorexidina gel um pouco melhor, mas
sem diferenca estatistica.

LIN et al. (2003) testaram a capacidade antimicrobiana do Ca(OH). e da
clorexidina contra E. faecalis no teste de difusdo em agar. Observaram que nao
houve diferenca estatistica entre as formas pasta e p6 do Ca(OH),, bem como

que a clorexidina pura e a combinada com Ca(OH), foram mais eficazes que o
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Ca(OH), puro. No entanto, também nao houve diferenca estatistica entre a
clorexidina pura e a combinada.

Ao avaliarem a eficacia do gel de clorexidina a 2% e do Ca(OH), em
dentes bovinos contaminados por E. faecalis, GOMES et al. (2003) concluiram
que a clorexidina foi mais eficaz que o Ca(OH)a.

Em um estudo in vitro, MENEZES et al. (2004) concluiram que a
associagdo do Ca(OH), com paramonoclorofenol canforado usado como
medicacdo intracanal em canais contaminados por E. faecalis foi mais eficaz do
que a pasta de Ca(OH). pura.

O uso da pasta de Ca(OH). entre as consultas reduziu significativamente
a quantidade de dentes com cultura positiva em um estudo in vivo realizado por
MCGURKIN-SMITH et al. (2005). Seus resultados mostraram que, ap6s 0 uso
dessa medicacdo, 86% dos dentes apresentaram cultura negativa, o que
sugere que, além de instrumentagédo e irrigacdo adequadas, a medicacao é
necessaria para aumentar as possibilidades de sucesso a longo prazo.

FERRARI et al. (2005) selecionaram para seu estudo vinte e cinco
pacientes que possuiam dentes unirradiculares com necrose e lesao
perirradicular. As amostras iniciais coletadas antes da instrumentacdo
indicaram a presenca de microorganismos cultiviveis em 92% dos casos.
Dessa populagao inicial, 22% eram de facultativos, tais como Enterococcus,
bactérias entéricas (Klebsiella pneumoniae e Enterobacter sakazaki) e fungos
(Candida albicans, Candida glabrata e Candida magnoliae). Ap6s o PQM,
esses microorganismos ndo foram mais detectados, mas 20% dos canais ainda

apresentavam cultura positiva. Os canais foram entdo deixados sem
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medicagdo intracanal e em uma segunda consulta novas amostras foram
coletadas, onde se encontrou 100% de -culturas positivas, sendo 52%
contaminados por Enterococcus, por bactérias entéricas e/ou por fungo. Apés
uma semana com a medicagdo PRP (2 g de paramonoclorofenol canforado e
100 ml de polietilenoglicol 400 + rinosoro® em partes iguais), observou-se 36%
de cultura positiva, sendo 12% contaminados por E. faecalis e Enterococcus
faecium.

Utilizando o método da PCR para detecgédo de E. faecalis em um estudo
in vitro, COOK et al. (2007) concluiram que o uso da clorexidina a 2% por dez
minutos, seguido pela obturacdo, foi mais eficaz em eliminar o E. faecalis do
que a medicacgao intracanal com o Ca(OH). por sete dias.

Em um estudo clinico, SIQUEIRA et al. (2007a) também analisaram a
reducao bacteriana de dentes com lesao perirradicular apds instrumentacao
com instrumentos de NiTi manuais — com a técnica de movimentos continuos
de rotacao alternada — e irrigagcdo com NaOCI a 2,5% (amostra S2), e apés
medicacdo intracanal com pasta de Ca(OH)., com paramonoclorofenol
canforado e glicerina (amostra S3). As espécies bacterianas mais encontradas
na amostra inicial (S1) foram P. micros, Streptococcus constellatus/intermedius,
Pseudoramibacter alactolyticus e Streptococcus oralis. Observaram que, apds
o PQM, 54,5% dos casos apresentaram cultura positiva, com uma a trés
espécies por canal. Depois da medicagao intracanal, apenas 9,1% dos casos
foram positivos para a presencga bacteriana, sendo Propionibacterium acnes a
Unica espécie encontrada. Houve uma reducao significativa entre S1 e S2, bem

como entre S2 e S3. Os autores concluiram assim que o PQM com NaOCI a
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2,5% como irrigante reduziu a contagem bacteriana, mas falhou em deixar o
canal livre de bactérias em mais da metade dos casos, o que reforca a
necessidade do uso de medicacéo intracanal para maior reducéao bacteriana.

SAKAMOTO et al. (2007), em um estudo in vivo, observaram, através do
método PCR, uma reducdo bacteriana em relagdo a amostra inicial (amostra
S1) de 99,67% apds o preparo quimico (amostra S2), e de 99,85% apds uma
semana com pasta HPG (amostra S3), que consiste numa mistura de Ca(OH).,
glicerina e paramonoclorofenol canforado. No entanto, ndo foi constatada
diferencga estatistica entre as amostras S2 e S3. Dos filotipos encontrados, 56%
foram nao-cultivaveis. Todo o protocolo resultou em canais livres de bactérias
em 33% dos casos.

Como nao se consegue deixar o canal radicular livre de bactérias em
100% dos casos, € necessario reduzir a microbiota ao nivel mais baixo
possivel, para tentar assegurar o sucesso do tratamento. O Ca(OH), ainda é a
melhor medicacao disponivel para se alcancar esse objetivo. Entdo, para
maximizar a reducao bacteriana antes da obturacdo do SCR, o Ca(OH), deve
ser usado como medicagdo intracanal por no minimo sete dias (LAW &
MESSER, 2004).

A pasta de Ca(OH), tem-se mostrado eficaz, porém sua capacidade
antimicrobiana é limitada, uma vez que seu uso promove reducdo, mas nao
eliminacdo por completo dos microorganismos que sobreviveram ao PQM

(SOUZA et al., 2005).
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Laser

Laser é uma sigla do inglés “light amplification by stimulated emission of
radiation", ou seja, amplificacdo da luz por emissao estimulada de radiacéo.

As principais caracteristicas do laser sdo: monocromaticidade, pois a luz
€ composta por apenas um comprimento de onda; alta intensidade; carater
direcional, ja que o feixe de luz do /aser € composto por fétons propagando-se
na mesma dire¢cdo; coeréncia, pois as ondas se mantém sincronizadas
(BAGNATO, 2001).

Os aparelhos emissores de laser sdo compostos principalmente por trés
partes: meio ativo, fonte de energia externa e cavidade ética ou ressonador. O
meio ativo pode ser gasoso, sélido ou liquido, e nele se encontram os atomos
que contém os elétrons que, ao decairem de seus niveis energéticos de forma
estimulada, vao produzir feixes de luz (fétons) que constituirdo o laser. O
estimulo para a mudanca de nivel dos elétrons é assim dado pela fonte de
energia externa. O ressonador tem como objetivo fazer com que os fétons que
emergem do sistema voltem para ele, produzindo mais emissao estimulada, o
que se obtém por meio de espelhos nas extremidades da caixa que provocam
a reflexdo dos fotons de volta a amostra (BAGNATO, 2001).

O laser é classificado em duas categorias — alta e baixa intensidade —,
de acordo com o nivel de excitabilidade que podera causar no tecido alvo
bioldgico. No de alta intensidade, a energia depositada no tecido é tdo grande
que rompe as ligacbes quimicas dessas moléculas ou remove elétrons,
resultando no rompimento do tecido. J& no de baixa intensidade, a

excitabilidade é relativamente pequena, podendo ocorrer bioestimulacdo ou
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basica entre eles é que, enquanto o /aser de baixa intensidade regula as
funcbes fisiologicas celulares, o de alta intensidade rompe ou modifica de
maneira permanente o tecido, através do corte, ablacdo, coagulagdo e
vaporizagao (LIZARELLI, 2005).

A laserterapia de baixa intensidade surgiu com Mester, na Hungria, em
1966, e ja é utilizada por cirurgides-dentista brasileiros ha mais de vinte anos
(LIZARELLI, 2005). Os lasers de baixa intensidade apresentam um efeito

analgésico, antiinflamatério e biomodulador (LIZARELLI, 2005).

Terapia fotodinamica (TFD)

A TFD é uma nova estratégia antimicrobiana que envolve a combinagao
de um FS néo toxico, uma fonte de luz e o oxigénio. O FS ativado reage com o
oxigénio molecular para produzir um derivado do oxigénio altamente reativo, o
oxigénio singlet, que induz o dano ou a morte dos microorganismos. Foi
estabelecido que o FS que possui pronunciada carga catibnica pode
rapidamente se ligar e penetrar nas células bacterianas, e por isso esses
componentes mostram alto grau de seletividade para matar microorganismos
quando comparados com as células do hospedeiro (GARCEZ et al., 2006;
GARCEZ et al., 2007; KONOPKA & GOSLINSKI, 2007; GARCEZ et al., 2008).

Um FS ideal deve ser néo téxico e apresentar toxicidade local s6 depois
da ativacao pela luz (KONOPKA & GOSLINSKI, 2007). Alguns corantes estao
sendo utilizados como agentes FS, como o azul de metileno e o azul de

toluidina, entre outros (KONOPKA & GOSLINSKI, 2007).
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No estudo in vitro de SEAL et al. (2002), S. intermedius foi inoculado em
canais previamente instrumentados e autoclavados, com o objetivo de
comparar a capacidade antimicrobiana da combinacdo de diferentes
concentracdes do azul de toluidina em diferentes espacos de tempo. Foi
utilizado o /aser hélio-nebnio na poténcia de 35 mW e com 632,8 nm de
comprimento de onda. As concentracées do azul de toluidina empregadas
foram de 12,5, 25, 50 e 100 ug/ml. Apds a coleta de amostras com cones de
papel e plagueamento em placas de agar-sangue, foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colénia. Observou-se que a concentracdo de 100
Hg/ml no periodo de dez minutos alcangou a maior redugdo de bactérias
cultivaveis, porém esta reducao nao foi superior a constatada no grupo onde se
usou o NaOCI a 3% por dez minutos.

Com o objetivo de avaliar a acdo antimicrobiana da TFD, CASTRO et al.
(2006) utilizaram o azuleno a 25% associado ao Endo-PTC como FS por cinco
minutos, e o laser diodo de AsGaAl na poténcia de 35 mW e 685 nm de
comprimento de onda por trés minutos, de forma combinada ou separada. Em
seguida, compararam os resultados com o resultado obtido mediante o uso de
NaOCI a 1% por quinze minutos em tubos de ensaio contendo uma suspensao
de E. faecalis. Concluiram que o NaOCI apresentou uma acgao bactericida,
enquanto a TFD teve um efeito bacteriostatico em culturas de E. faecalis, e que
o laser ou corante utilizados de forma isolada ndo exercem nenhuma inibicao
do crescimento bacteriano.

BONSOR et al. (2006a) analisaram o efeito microbiol6gico da TFD como

auxiliar na desinfecgao do canal radicular in vivo. Para isso, utilizaram o azul de
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toluidina a 12,7 pg/ml deixado no canal por um minuto e depois ativado com
laser diodo por dois minutos com 100 mW de poténcia. Amostras foram
coletadas apds o acesso inicial, apés o PQM e ap6s a TFD. Com base nos
resultados obtidos, concluiram que a terapia estudada foi eficaz em eliminar as
bactérias que permaneceram ap0s a terapia convencional.

Segundo BONSOR et al. (2006b), o uso do agente quelante acido citrico
a 20% como irrigante em conjunto com a TFD é uma alternativa eficaz a
utilizagdo do NaOCI na desinfec¢do do SCR.

SOUKOS et al. (2006) testaram o poder antimicrobiano do /aser diodo
com o uso do azul de metileno a 25 ug/ml em canais radiculares de dentes
extraidos contaminados com E. faecalis e em suspensdes bacterianas de P.
gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum nucleatum, P. micros, P. endodontalis e
E. faecalis. A instrumentacdo dos canais radiculares foi realizada com
instrumentos rotatoérios, e a irrigacdo com NaOCI| a 6% e EDTA a 17% para
remocao da smear layer. Os dentes foram entdo autoclavados e contaminados
com E. faecalis por um periodo de trés dias. A TFD realizada nesses canais foi
capaz de reduzir em 97% a quantidade de células bacterianas viaveis,
enquanto o azul de metileno ou o /aser puros reduziram em 83,2% € 56,6%
respectivamente. Apés cinco minutos em contato com a suspenséao, o azul de
metileno eliminou a P.endodontalis e P. intermedia, enquanto o /laser sozinho
nao apresentou nenhum efeito antibacteriano. A TFD realizado em suspensao,
por sua vez, debelou por completo P. gingivalis, F. nucleatum nucleatum e P.

micros, reduzindo a viabilidade do E. faecalis em 53%.
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WILLIAMS et al. (2006) testaram a capacidade antibacteriana da TFD
utilizando o azul de toluidina a 10 pg/ml como FS e /aser diodo, comparando
com laser e com o FS isoladamente em canais radiculares inoculados com S.
intermedius previamente instrumentados e autoclavados. Com base nos
resultados obtidos, concluiram que a TFD foi mais eficaz que os grupos
controles.

Em um experimento preliminar realizado em tubos de ensaio com o
objetivo de comparar a eficacia do NaOCI a 0,5% e do /aser diodo na poténcia
de 50 mW e da pasta de azuleno na eliminacao de E. faecalis, utilizados
separadamente ou de modo combinado, GARCEZ et al. (2006) concluiram que
nem o laser, nem a pasta sozinhos apresentaram efeitos bactericidas.
Enquanto o NaOCI a 0,5% reduziu em 97,06% o numero de células viaveis, a
combinacdo da pasta de azuleno e laser reduziu em 99,89%, sendo observada
portanto uma diferenca estatisticamente significativa entre esses dois grupos.
Em um segundo experimento, realizaram o PQM em trinta dentes humanos
unirradiculares, contaminando-os com E. faecalis por vinte e quatro horas e os
dividindo em trés grupos: NaOCI a 0,5%; TFD com laser diodo e pasta de
azuleno; controle. As coletas foram realizadas antes e ap6s os procedimentos
especificos de cada grupo. Observaram os autores uma reducao de 93,25% no
grupo do NaOCiI, de 99,2% no da TFD e um aumento da carga bacteriana no
grupo controle. Concluiram que a TFD foi eficaz na reducédo da populacdo de
E. faecalis em canais radiculares, podendo ser usada como coadjuvante do

tratamento endodontico.
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GARCEZ et al. (2007), em um estudo ex vivo feito em incisivos e
caninos superiores, observaram que a combinacao do FS PEl-ce6 com o laser
diodo com poténcia de 40 mW utilizado como coadjuvante a terapia
endoddntica convencional apresentou uma reducgado significativa da carga
bacteriana, tendo principalmente reduzido o crescimento bacteriano apos vinte
e quatro horas, quando comparado com o tratamento endodéntico simples.

BERGMANS et al. (2008) realizaram o PQM em canais radiculares de
dentes extraidos com brocas de Gates Glidden e sistema rotatério GT em uma
sequéncia crown-down. O preparo apical foi finalizado com o instrumento GT
30 faper 10 a 1 mm do forame apical. As solugdes irrigadoras foram o NaOClI a
2,5% e o EDTA a 17% para a remogao da smear layer. Os dentes foram
autoclavados e inoculados com uma suspensao bacteriana de Streptococcus
anginosus, E. faecalis e F. nucleatum por dois dias. Utilizando azul de toluidina
a 12,7 pg/ml como FS e laser diodo com 100 mW de poténcia, observaram os
autores que o FS e o laser sozinhos nao apresentavam efeitos significativos, ao
passo que a combinacdo dos dois reduziu significativamente a contagem
bacteriana.

Em um estudo in vivo, GARCEZ et al. (2008) analisaram amostras de
vinte canais de incisivos e caninos com lesdo perirradicular confirmada
radiograficamente. Os canais foram instrumentados pela técnica crown-down e
irrigados com NaOCI a 2,5%, sendo a smear layer removida com EDTA a 17%.
A TFD foi realizado com o PEI-ce6 como FS e com o /aser diodo com 40 mW
de poténcia. Amostras foram coletadas antes e apds a instrumentacao,

posteriormente a TFD, ap6s uma semana com Ca(OH). e ap6s uma segunda
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aplicacao do /aser. Concluiram que houve uma reducao significativa da carga
bacteriana, e que a segunda TFD é ainda mais eficaz.

Tendo por objetivo a investigacdo da eficacia da TFD em patdégenos
endoddnticos, FONSECA et al. (2008) avaliaram a reducao de E. faecalis em
canais de dentes humanos unirradiculares. O PQM dos trinta e seis dentes foi
feito com instrumentos manuais tipo K e NaOCI a 0,5%, e a smear layer
removida com EDTA a 17%. Em seguida os dentes foram autoclavados e
contaminados com E. faecalis por quarenta e oito horas. Dividiram-se as
amostras em dois grupos, sendo um controle, onde néo foi executado nenhum
procedimento, € um teste, onde se fez a TFD com o azul de toluidina a
0,0125% e laser diodo na poténcia de 50 mW e 660 nm de comprimento de
onda. Foram feitas duas coletas, sendo uma antes e outra depois do
procedimento de cada grupo, e procedeu-se a contagem de unidades
formadoras de colénias. Observaram os autores que no grupo teste houve uma
reducédo de 99,9% na contagem das unidades formadoras de colénias (UFCs),
enquanto no grupo controle houve um aumento de 2,6% na contagem de
UFCs. Com base nos resultados obtidos, concluiram que a TFD é um eficaz
agente bactericida.

FIMPLE et al. (2008) estudaram os efeitos da TFD com azul de metileno
a 25 pg/ml dissolvido em meio BHI ou PBS em dentes unirradiculares
extraidos, contaminados por um biofilme multiespécies de A. israelli, F.
nucleatum nucleatum, P. gingivalis e P. intermedia. Os dentes tiveram suas
coroas cortadas, foram preparados com instrumento rotatério ProTaper e

irrigados com NaOCI a 6% e EDTA para remogao da smear layer. Foram entao
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autoclavados e contaminados com as espécies bacterianas citadas, sendo
incubados por trés dias. As amostras foram divididas aleatoriamente nos
seguintes grupos: dois controles (sem laser e sem FS); azul de metileno
dissolvido em meio BHI; /aser; TFD com azul de metileno dissolvido em BHI;
azul de metileno dissolvido em PBS; TFD com azul de metileno dissolvido em
PBS. Os canais foram preenchidos e imersos por dez minutos nas solucbes de
FS, BHI ou PBS, de acordo com o procedimento especifico de cada grupo. O
laser foi aplicado durante dois minutos e meio, seguido de um intervalo de
também dois minutos e meio, com nova aplicacdo do /aser durante esse
mesmo tempo. A coleta da solucdo que saiu pelo forame apical foi realizada
antes e depois do procedimento especifico de cada grupo, sendo em seguida
semeada em placa agar-sangue e feita a contagem das UFCs. Observaram os
autores uma reducao da populagao bacteriana em 73% no grupo TFD com azul
de metileno dissolvido em meio BHI, e em 80% no dissolvido em PBS. O azul
de metileno dissolvido em meio BHI foi capaz de reduzir a populacao
bacteriana em 25%, ao passo que, dissolvido em PBS, em 34%, enquanto o
laser ndo apresentou eficacia na antibacteriana. O experimento demonstra,
portanto, que a TFD pode ser um eficaz auxiliar no tratamento endodontico

convencional.
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PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo in vitro foi avaliar a eficacia antibacteriana
adicional da terapia fotodindmica utilizando o laser diodo com o azul de
metileno ou com o azul de toluidina como fotossensibilizadores ap6s o preparo
quimico-mecénico de canais infectados com uma cepa endodbntica de

Enterococcus faecalis.
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MATERIAIS E METODOS

O protocolo do estudo foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo, tendo obtido aprovacao (Protocolo CAAE

0182.0.308.000-08).

Selecao das amostras e preparo inicial

Foram utilizados cem dentes unirradiculares humanos extraidos doados
pelo banco de dentes da Universidade Estacio de Sa, sem calcificagoes,
reabsorcoes internas ou externas, fraturas ou apices incompletos. O acesso a
camara pulpar foi feito com brocas esféricas compativeis com o tamanho da
coroa, bem como com brocas Endo Z (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga). A
odontometria foi estabelecida pela visualizacao direta de um instrumento tipo K
namero 10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) no forame apical. Os forames
apicais foram instrumentados 1 mm além do comprimento de paténcia (CP),
com um instrumento tipo K numero 20, com o objetivo de padronizar a
constricao apical. O comprimento total ndo foi padronizado porque cada dente
foi o controle de si proprio.

Apo6s o estabelecimento da odontometria, os forames apicais foram
vedados com resina epdxi Araldite (Brascola, Sao Paulo, SP) de
endurecimento rapido, a fim de prevenir o extravasamento da cultura
bacteriana apds a contaminacao dos espécimes.

Em seguida, foram utilizadas formas plasticas de gelo untadas com

vaselina, onde os dentes foram incluidos em gesso, deixando-se apenas a
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coroa de fora (Figura 1). Em seguida, os espécimes foram esterilizados em
autoclave a 121°C, 26 PSI por 15 minutos. A montagem no gesso tem por

objetivo facilitar a manipulagao.

Figura 1 — Dente montado no
gesso.

Contaminacao

Preparou-se uma suspensao bacteriana mediante adicdo a um meio
TSB (Caldo Tripticase-Soja) de 1 ml de cultura pura de uma cepa endodéntica
de E. faecalis (MB 35), isolada no estudo de ZOLETTI et al. (2006) e cultivada
no referido meio por 24 horas. Cada canal foi completamente preenchido com a
suspensao de E. faecalis, com a utilizacado de seringas de insulina estéreis. A
suspensao bacteriana foi levada até o comprimento de trabalho (CT),
estabelecido a 1 mm do CP, com o auxilio de um instrumento tipo K numero
15 estéril.

Os dentes incluidos e ja contaminados foram colocados em uma caixa
metdlica estéril e incubados a 37°C por 7 dias, sendo o caldo de cultura estéril

adicionado nos canais a cada 48 horas.
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Preparo dos canais

O pré-alargamento dos segmentos cervical e médio do canal foi
realizado com o alargador La Axxess numero 35 (Sybron Endo, Califérnia,
EUA). No CT, a instrumentacao apical foi feita a 300 rpm e 2 N/cm de torque,
com o uso do instrumento rotatério de NiTi ProTaper (Dentsply-Maillefer)
namero F4 ou F2 (Figura 2), utilizando-se o motor Endo Pro Torque (Driller,
Sao Paulo, Brasil). Os canais foram irrigados com NaOCI a 2,5% (Super Globo,

Rio de Janeiro, RJ).

Figura 2 — Instrumentagao rotatoria Figura 3 — Irrigacédo do canal
do canal radicular. utilizando-se agulha NaviTip.

O canal foi irrigado com 2 ml de NaOCI a 2,5%, com o uso da ponta de
irrigacdo NaviTip de 30 G (Ultradent, Utah, EUA) introduzida a 5 mm do CT
(Figura 3), depois da utilizagdo da La Axxess e da ProTaper, sendo o volume
total de solucdo irrigadora utilizada nessa fase de 4 ml. Usou-se um

instrumento tipo K nimero 15 para manter o canal desobstruido.
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A smear layer foi removida com 5 ml de &cido etilenodiamino tetracético
dissodico (EDTA) (Biodinamica, Parana, Brasil) a 17% por 3 minutos, sendo em
seguida realizada a irrigacao final com 5 ml de NaOCI, 1 ml de tiossulfato de

sodio para neutralizar o NaOCI e 1 ml de solugao salina estéril.

Divisao dos grupos
Apbs o PQM, os dentes foram divididos aleatoriamente em seis grupos

experimentais de acordo com o procedimento pds-preparo:

Grupo A - terapia fotodindmica com azul de metileno;

Grupo B - controle: laser sem fotossensibilizador;

Grupo C - controle: azul de metileno;

Grupo D - terapia fotodinamica com azul de toluidina;

Grupo E - terapia fotodindmica com azul de toluidina (irrigagdo com
solucéo salina);

Grupo F > terapia fotodindmica com azul de metileno (irrigagdo com

solugdo salina).

Segue a descricao dos grupos:

Grupo A — Terapia fotodinamica com azul de metileno

Nesse grupo, vinte e seis dentes foram utilizados, dos quais dezesseis
foram instrumentados com ProTaper F4 (Grupo A1) e dez com F2 (Grupo A2).
Preencheu-se o canal radicular com uma solucao de azul de metileno a 15

ug/ml até a sua embocadura (Figura 4), utilizando-se uma seringa com a ponta
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NaviTip estéril acoplada. A solugéo foi deixada no canal por 2 minutos, sendo
agitada por um instrumento tipo K numero 15.

A luz vermelha do Twin laser (MMOptics, Sao Paulo, SP) (Figura 5), um
laser diodo de baixa poténcia, foi ativada por 4 minutos em um comprimento de
onda de 660 nm com 40 mW de poténcia total. A fibra ética (Figura 6)
(MMOptics) foi inserida no interior do canal radicular até alcancar o CT, sendo
movimentos espiralados entédo realizados da porgcao apical para a cervical, a
fim de assegurar uma difusdo uniforme de luz dentro do canal (Figura 7)
(GARCEZ et al., 2006; GARCEZ et al.,2007; GARCEZ et al.,2008). Como o0s
didmetros finais das fibras oéticas ndo estavam padronizados, uma régua
calibradora (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga) foi utilizada para selegao da

fibra com diametro final correspondendo a um instrumento nimero 30.

Figura 4 — Preenchimento do canal Figura 5 — Aparelho Twin laser
com o agente fotossensibilizador. (MMOptics).
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Figura 6 — Fibra ética (MMOptics). Figura 7 — Aplicacao do laser
diodo de baixa poténcia no
canal radicular.

Grupo B - Controle: Laser sem fotossensibilizador

Nesse grupo, vinte dentes foram utilizados, dos quais quinze foram
instrumentados com a ProTaper F4 (Grupo B1) e cinco com a F2 (Grupo B2).
Procedeu-se do mesmo modo descrito para o grupo A, com solucdo salina
substituindo o agente fotossensibilizador.

Grupo C - Controle: Azul de metileno

Nesse grupo, doze dentes foram utilizados, dos quais sete foram
instrumentados com a ProTaper F4 (Grupo C1) e cinco com a F2 (Grupo C2).
O canal radicular foi preenchido com uma solucdo de azul de metileno a 15
ug/ml até a sua embocadura, utilizando-se uma seringa com ponta NaviTip
estéril acoplada. A solucdo foi deixada no canal por 6 minutos, mesmo tempo
total em que permaneceu nos grupos em que o laser foi utilizado, sendo

agitada por um instrumento tipo K numero 15.
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Grupo D — Terapia fotodinamica com azul de toluidina

Nesse grupo, dez dentes tiveram seus canais instrumentados com a
ProTaper F2. Foi realizado o mesmo procedimento ja descrito para o grupo A,
com uma solucao de azul de toluidina a 15 pg/ml em vez do azul de metileno.

Grupo E — Terapia fotodinamica com azul de toluidina (irrigacao
com solucao salina)

Nesse grupo, dezesseis dentes tiveram seu canais irrigados com
solugéo salina em vez de NaOCI 2,5% e instrumentados com a ProTaper F2.
Foi realizado o mesmo procedimento descrito para o grupo A, com uma
solucdo de azul de toluidina a 15 pg/ml no lugar do azul de metileno.

Grupo F — Terapia fotodinamica com azul de metileno (irrigacao
com solucao salina)

Nesse grupo, dezesseis dentes foram utilizados, procedendo-se do
mesmo modo ja descrito para o grupo E, com uma solugéo de azul de metileno

a 15 pg/ml no lugar do azul de toluidina.

Coleta de amostras

As amostras bacteriolégicas foram coletadas antes da instrumentacao
(S1), apdés o PQM (S2) e depois do procedimento especifico de cada grupo
(S3). Os canais foram preenchidos com solucao salina estéril a 0,85% e cada
amostra foi coletada com o consecutivo uso de trés cones de papel absorvente
estéreis (Endopoints, Manacapuru, AM) de calibre compativel com o canal e
introduzidos até o CT. Antes da realizacdo da coleta S3, utilizou-se um

instrumento tipo K nimero 15 para induzir formacao de raspas de dentina que
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ficassem suspensas na solugdao salina para serem absorvidas pelo cone de
papel.

Os cones de papel foram transferidos para tubos de ensaio contendo
iml de solucdo salina a 0,85%, sendo em seguida centrifugados por um
minuto. Apos diluicdo seriada em solugédo salina, aliquotas de 0,1 ml foram
semeadas em placas de agar Mitis-salivarius, sendo depois incubadas a 37°
por 48 horas. As amostras S1 foram diluidas até 10, e as amostras S2 e S3
foram plagueadas sem diluicdo. Procedeu-se entdo a contagem das unidades
formadoras de colénias (CFUs), sendo elas depois transformadas em valores

de log.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Espécimes contaminados por 7 dias com E. faecalis (cepa endoddntica
MB 35) foram preparados, para observagcdo em um microscopio eletrénico de
varredura, com o objetivo de se confirmar a colonizagdo das paredes do canal.

Esses espécimes foram mantidos em frascos com formalina tamponada
a 10% até serem seccionados longitudinalmente e novamente imersos nessa
solucdo. Apds a fixacdo, os espécimes foram deixados para secar em
temperatura ambiente e fixados em uma superficie metalica.

Os dentes foram entao desidratados até o ponto critico (Cressington
sputer coater 108, Watford, Inglaterra), recobertos com ouro e entdo analisados

no MEV (Jeol, JSM-5800LV, Téquio, Japao).
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Analise estatistica

Analise intragrupo

A analise intragrupo foi realizada para todos os grupos, comparando-se
S1x S2, S1 x S3 e S2 x S3. Os dados obtidos das amostras foram analisados
estatisticamente pelo teste pareado nao-paramétrico de Wilcoxon a 5%, com o
objetivo de avaliar o grau de eficacia de cada procedimento na eliminacao ou

redugéo da infeccéo.

Analise intergrupo

A andlise intergrupo teve por objetivos avaliar a eficacia da TFD com
azul de metileno e com azul de toluidina, bem como comparar a eficacia
desses dois procedimentos.

Para avaliar o efeito adicional da TFD em relagdo ao PQM, optou-se por
usar como base os dados absolutos obtidos na S3, j4 que resultados
semelhantes estatisticamente foram observados quando os valores de reducao
de S1 para S3 foram usados na andlise. Foram usados os testes de Mann-
Whitney (para comparagbdes entre dois grupos) ou Kruskal-Wallis (para
comparacdes entre trés grupos) com o nivel de significancia estabelecido em

5% (P < 0,05), nas seguintes comparagodes:

Grupo A2 (amostras 17-26) X Grupo D - TFD Azul de metileno X TFD Azul

de toluidina (irrigacdo com NaOCI e instrumentacdo com ProTaper F2);
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Grupo E X Grupo F > TFD Azul de toluidina metileno X TFD Azul de

metileno (irrigacdo com NaCl e instrumentacao com ProTaper F2);

Grupo A X Grupo B X Grupo C - TFD Azul de metileno X Laser sem FS X

Azul de metileno (irrigacdao com NaOCI e instrumentacdo com ProTaper F4 e

F2);

Grupo A1 (amostras 1-16) X Grupo B1 (amostras 1-15) X Grupo C1

(amostras 1-7) = TFD Azul de metileno X Laser sem FS X Azul de metileno

(irrigagdo com NaOCI e instrumentagéo com ProTaper F4);

Grupo A2 (amostras 17-26) X Grupo B2 (amostras 16-20) X Grupo C2

(amostras 8-12) >TFD Azul de metileno X /aser sem FS X Azul de metileno

(irrigacdo com NaOCl e instrumentacao com ProTaper F2);

Grupo A X Grupo F - TFD Azul de metileno (irrigagcdo com NaOCIl) X TFD

Azul de metileno (irrigacao com NaCl);
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Grupo A2 (amostras 17-26) X Grupo F > TFD Azul de metileno (irrigacao

com NaOCI e instrumentagdo com F2) X TFD Azul de metileno (irrigacdo com

NaCl e instrumentacao com ProTaper F2);

Grupo B2 (amostras 16-20) X Grupo D > Lasersem FS X TFD Azul de

toluidina (irrigacao com NaOCI e instrumentagdo com ProTaper F2);

Grupo D X Grupo E - TFD Azul de toluidina (irrigacdo com NaOCI e

instrumentacdo com ProTaper F2) X TFD Azul de toluidina (irrigacdo com NaCl

e instrumentacdo com ProTaper F2);

S2 (grupos A1 + B1 + C1) X S2 (grupos A2+ B2 + C2 + D) > PQM com

ProTaper F4 e NaOCI X PQM com ProTaper F2 e NaOCI.
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RESULTADOS

1 — Microscopia eletronica de varredura
A andlise por microscopia eletrbnica de varredura confirmou a
colonizagdo das paredes do canal radicular por cepas endodbnticas de E.

faecalis, na maioria das vezes formando arranjos em biofilmes (Figura 8).

Figura 8 — Fotomicrografia mostrando padrao da colonizagéo inicial
das paredes do canal radicular pela cepa endodéntica MB 35 de E.
faecalis (aumento original de 2700x).
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2 — Eficacia da terapia fotodinamica utilizando-se o azul de metileno

como agente fotossensibilizador

2.1 - Irrigacdo com NaOCI

No grupo da TFD com azul de metileno (Grupo A), apds a contagem das
UFCs iniciais (S1), obteve-se um valor médio de contaminagdo de 4,19 x 10°
(mediana de 2,90 x 10°). A média da quantidade de bactérias presentes depois
do PQM (S2) foi 2,13 x 10° (mediana de 1,20 x 10%). Apés a TFD (S3), a média
das UFCs obtida foi 2,06 x 10? (mediana de 7,5 x 10") (Tabela 1).

As medianas da reducao percentual de S2 para S1 e de S3 para St
foram 99,99%, enquanto a de S3 para S2 foi 12,28%.

Realizada a andlise estatistica com o teste de Wilcoxon a 5%, verificou-
se que tanto o PQM quanto o PQM + TFD produziram uma reducgéo altamente
significativa quando comparados com as amostras iniciais (P < 0,001 para
ambas comparacébes), € que a TFD reduziu significativamente o numero de
bactérias quando comparadas com as amostras coletadas ap6s a

instrumentacao (P = 0,05).
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(irrigacdo com NaOCl)

Tabela 1 - GRUPO A: Terapia fotodinamica com azul de metileno

Amostra S1 S2 S3
1. F4 3,60 x 10° 4,60 x 102 (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
2. F4 1,47 x 107 4,10 x 102 (99,99%)* 3,30 x 102 (99,99%)* (19,51%)**
3. F4 4,70 x 10° 2,37 x 10* (94,96%)* 1,34 x 108 (99,71%)* (94,35%)**
4. F4 6,56 x 10° 1,39 x 10* (99,79%)* 2,80 x 102 (99,99%)* (97,99%)**
5. F4 3,64 x 10° 3,36 x 103 (99,91%)* 6,40 x 102 (99,98%)* (80,95%)**
6. F4 3,84 x 10° 1,58 x 103 (99,96%)* 0 (100%)*  (100%)**
7. F4 1,20 x 10° 8,00 x 101 (99,99%)* 7,40 x 102  (99,94%)* (-825,00%)**
8. F4 8,20 x 10° 1,3x102 (99,98%)* 6,00x102  (99,93%)* (-361,54%)**
9. F4 8,72 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
10.F4 6,40 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
11.F4 1,58 x 10’ 7,00 x 10" (99,99%)*  2,80x 102 (99,99%)* (-300,00%)**
12.F4 1,16 x 10° 1,50 x 102 (99,99%)* 1,10 x 102 (99,99%)* (26,67%)**
13.F4 1,44 x 10° 5,70 x 102 (99,96%)* 0 (100%)*  (100%)**
14.F4 2,56 x 10° 4,70 x 102 (99,98%)* 1,10 x 102 (99,99%)* (76,60%)**
15.F4 6,20 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
16.F4 1,56 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
17.F2 4,00x10°  9,92x 103 (99,75%)* 3,00 x 102 (99,99%)* (96,98%)**
18.F2 3,04x10°  1,00x 10" (99,99%)* 4,00 x 10 (99,99%)* (-300,00%)**
19.F2 6,88x10°  2,20x102 (99,99%)* 1,20 x 102 (99,99%)* (45,45%)**
20.F2 1,68x10° 1,00 x 10" (99,99%)* 1,00 x 10" (99,99%)* (0%)**
21.F2 2,52 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
22.F2 1,60 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
23.F2 480x10°  2,00x 10" (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
24.F2 2,76 x10° 7,00 x 10" (99,99%)* 2,80x 102  (99,99%)* (-300,00%)**
25.F2 2,40x10°  1,90x102 (99,99%)* 1,80 x 102 (99,99%)* (5,26%)**
26.F2 224x10°  1,10x102 (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
Média 419 x 10° 2,13x10° 2,06 x 107

Desvio padrao 3,92 x 10° 5,47 x 10° 3,17 x 10?
Mediana 2,90 x 10° 1,20 x 10°  (99,99%)* 7,5x 10 (99,99%)*  (12,28%)**

(%)* > Em relacao a S1.
(%)™ > Em relacéo a S2.
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No grupo de laser sem fotossensibilizador (Grupo B), ap6s a contagem
das UFCs iniciais (S1), obteve-se um valor médio de contaminagéao de 5,80 x
10° (mediana de 4,84 x 10°). A média da quantidade de bactérias presentes
depois do PQM (S2) foi 1,47 x 10° (mediana de 3,5 x 10"). Apds o uso do laser
(S3), a média das UFCs obtida foi 8,68 x 10 (mediana de 0) (Tabela 2).

A mediana da reducao percentual de S2 para S1 foi 99,99%, enquanto a
de S3 para S1 e a de S3 para S2 foram respectivamente 100% e 0%.

Realizada a andlise estatistica com o teste de Wilcoxon a 5%, verificou-
se que tanto o PQM quanto o uso do PQM + /aser sem fotossensibilizador
produziram uma reducdo significativa quando comparados com as amostras
iniciais (P = 0,02 para ambas comparacbes), € que o laser reduziu
significativamente o numero de bactérias quando comparadas com as

amostras coletadas apdés a instrumentacao (P = 0,048).
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Tabela 2 - GRUPO B: controle - laser sem fotossensibilizador

(irrigacdo com NaOCl)

Amostra S1 S2 (NaOCl) S3
1. F4 8,00x10°  7,00x 10" (99,99%)* 1,20x 102  (99,99%)* (-71,43%)**
2. F4 1,34x10" 1,22x10%  (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
3. F4 1,84x10°  4,48x 103 (99,76%)* 8,80x10%  (99,52%)* (-96,43%)**
4. F4 592x10° 550x 102 (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
5. F4 368x10° 2,18x10* (99,41%)*  4,30x102  (99,99%)* (98,03%)**
6. F4 1,00 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
7. F4 2,08 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
8. F4 480x10°  1,00x10" (99,99%)* 1,00 x 101 (99,99%)* (0%)**
9. F4 488x10°  3,00x 10" (99,99%)* 4,00 x 10 (99,99%)* (-33,33%)**
10.F4 5,28 x 10° 0 (100%)* 0 (100 %)*  (0%)**
11.F4 4,80 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
12.F4 8,00 x 10° 2,00 x 10" (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
13.F4 8,40 x10°  1,80x102  (99,98%)* 4,50 x10° (99,46%)* (-2400,00%)**
14.F4 6,80 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
15.F4 2,96 x10°  4,00x 10" (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
16.F2 1,82x 107 6,30x102 (99,99%)* 3,24x10®  (99,98%)* (-414,29%)**
17.F2 1,26 x 107 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
18.F2 5,36 x10° 1,00 x 101  (99,99%)* 0 (100%)*  (100%)**
19.F2 7,52x10° 8,00 10" (99,99%)* 7,00 x 10! (99,99%)* (12,500%)**
20.F2 4,16 x 102 1,90 x 102 (99,99%)" 1,60 102 (99,99%)" (15,80%)"
Média 5,80 x 10 1,47 x 10 8,68 x 10

Desvio padrao 4,54 x 10° 4,89 x10° 2,21 x10°
Mediana 4,84 x 10° 3,5x10"  (99,99%)* 0 (100%)*  (0%)**

(%)* > Em relacéo a S1.
(%)** > Em relagdo a S2.

No grupo de azul de metileno (Grupo C), apdés a contagem das UFCs

iniciais (S1) obteve-se um valor médio de contaminacdo de 2,52 x 10°

(mediana de 1,64 x 10°). A média da quantidade de bactérias presentes depois

do PQM (S2) foi 1,53 x 102 (mediana de 2,5 x 10'). Apds o uso do azul de

metileno (S3), a média das UFCs obtida foi 4,16 x 10" (mediana de 0,5 x 10")

(Tabela 3).
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foram 99,99%, enquanto a de S3 para S2 foi 16,66%.

As medianas da reducao percentual de S2 para S1 e de S3 para St

Realizada a analise estatistica com o teste de Wilcoxon a 5%, verificou-

se que tanto o PQM quanto o PQM + azul de metileno produziram uma reducao

significativa quando comparados com as amostras iniciais (P = 0,02 para

ambas comparacgdes), e que o corante reduziu significativamente o nimero de

bactérias quando comparadas com as amostras coletadas ap6s a

instrumentacédo (P = 0,05).

Tabela 3 - GRUPO C: controle - azul de metileno (irrigagcado com NaOCI)

Amostras S1 S3
1. F4 2,14 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
2. F4 540x10° O (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
3. F4 552x10° 6,40 x 102 (99,99%)* 3,00 x 10! (99,99%)* (95,31%)**
4. F4 6,40x10° O (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
5. F4 8,80x10° 1,40x 102  (99,98%)* 3,00 x 10! (99,99%)* (78,57%)**
6. F4 1,08 x 10° 3,00x 10"  (99,99%)* 2,00 x 10" (99,99%)* (33,33%)**
7. F4 220x10° O (100%)* 0 (100%)*  (0%)**
8. F2 2,00x10° 3,80x102 (99,98%)* 2,40 x 102 (99,99%)* (36,84%)**
9. F2 9,30 x 10° 2,40x102  (99,99%)* 1,00 x 10! (99,99%)* (95,83%)**
10.F2 6,00 x 10° 0 (100%)* 0 (100%)* (0%)**
11.F2 1,28 x 10°  3,90x102  (99,97%)* 0 (100%)* (100,00%)**
12.F2 416x10° 2,00x10"  (99,99%)* 1,70x 102 (99,99%)* (-750,00%)**
Média 2,52 x 10° 1,53 x 10° 4,16 x 10’
Desvio padrao 2,62 x 10° 2,13 x 10? 7,86 x 10’
Mediana 1,64x10° 25x10"  (99,99%)* 05x10"  (99,99%)* (16,66%)**

(%)* > Em relacdo a S1.

(%)™ > Em relacéo a S2.

Com o objetivo de testar a eficacia do azul de metileno, foram feitas

comparacdes intergrupos entre os resultados obtidos dos grupos TFD com azul

de metileno (Grupo A), do laser (Grupo B) e do azul de metileno (Grupo C).
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Realizou-se o teste estatistico de Kruskal-Wallis, e ndo foi observada diferenca
estatistica significante quando se compararam os valores obtidos na S3 (P =
0,45).

Ao realizar a comparagao entre esses mesmos grupos, apenas com as
amostras instrumentadas com a ProTaper F4 (Grupos A1, B1 e C1) ou com
ProTaper F2 (Grupos A2, B2 e C2), também ndo se observou diferenca
estatistica significativa quando se compararam os valores obtidos na S3 com o

teste de Kruskal-Wallis (respectivamente, P = 0,36 e P = 0,97).

2.2) Irrigacao com solucgao salina

No grupo da TFD com azul de metileno (Grupo F), apds a contagem das
UFCs iniciais (S1) obteve-se um valor médio de contaminacdo de 1,40 x 10°
(mediana de 1,00 x 10°). A média da quantidade de bactérias presentes depois
do PQM usando solucdo salina como irrigante (S2) foi 4,45 x 10° (mediana de
1,21 x 10%). Apds a TFD (S3) a média das UFCs obtida foi 1,53 x 10° (mediana
de 5,05 x 10?) (Tabela 4).

A mediana da reducao percentual de S2 para S1 foi 99,84%, enquanto a
de S3 para S1 e a de S3 para S2 foram respectivamente 99,93% e 62%.

Realizada a andlise estatistica com o teste de Wilcoxon a 5%, verificou-
se que tanto o PQM quanto PQM + TFD produziram uma redugéo
estatisticamente significativa quando comparados com as amostras iniciais (P =
0,02 para ambas comparagdes), € que a TFD reduziu significativamente o
namero de bactérias quando comparadas com as amostras coletadas apds a

instrumentacao (P = 0,05).
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Tabela 4 - GRUPO F: Terapia fotodinamica com azul de metileno

(irrigagdo com solucao salina)

Amostra S1 S2 S3
1. F2 1,00 x 10° 1,20 x 103 (99,88%)* 1,10 x 102 (99,99%)* (90,83%)**
2. F2 1,30 x 10° 3,60 x 102 (99,72%)* 9,70 x 102 (99,25%)* (-169,44%)**
3. F2 6,80 x10° 1,22 x 103 (99,82%)* 1,15 x 10*(98,31%)* (-842,62%)**
4. F2 1,78 x 10° 3,00 x 102 (99,98%)* 1,02 x 103 (99,94%)* (-240,00%)**
5. F2 1,10 x 10° 1,40 x 102 (99,87%)* 1,10 x 102 (99,90%)* (21,43%)**
6. F2 2,60x10° 1,50 x 102 (99,99%)* 4,70 x 102 (99,98%)* (-213,33%)**
7. F2 420%x10° 1,16 x 108 (99,72%)* 2,30 x 102 (99,94%)* (80,17%)**
8. F2 3,10x10° 3,80 x 102 (99,88%)* 3,70 x 102 (99,88%)* (2,63%)**
9. F2 2,24x10° 1,60 x 103 (99,93%)* 7,60 x 102 (99,97%)* (52,50%)**
10.F2 5,70 x 10° 3,44 x 103 (99,40%)* 3,80 x 102 (99,93%)* (88,95%)**
11.F2 1,00 x 10° 8,00 x 103 (99,20%)* 2,28 x 103 (99,77%)* (71,50%)**
12.F2 1,72x10° 9,80 x 102 (99,94%)* 5,40 x 102 (99,97%)* (44,90%)**
13.F2 2,80 x10° 3,84 x 103 (99,87%)* 2,10 x 102 (99,99%)* (94,53%)**
14.F2 5,80 x10° 1,06 x 10* (98,17%)* 7,30 x 102 (99,87%)* (93,11%)**
15.F2 460 x10° 3,20 x 10* (99,30%)* 4,48 x 103 (99,90%)* (86,00%)**
16.F2 1,84 x10° 5,76 x 103 (99,69%)* 2,40 x 102 (99,99%)* (95,83%)**
Média 1,40 x 10° 4,45 x 10° 1,53 x 10°

Desvio padrao 1,22 x 10° 7,96 x 10° 2,87 x 10°
Mediana 1,00x 10° 1,21 x 10® (99,84%)* 5,05 x 10% (99,93%)* (62,00%)**

(%)* > Em relacao a S1.
(%)™ > Em relacéo a S2.

Por meio do teste de Mann-Whitney, procedeu-se a uma comparacao
intergrupo dos valores de S3 obtidos, entre o grupo TFD com azul de metileno
e NaOCI como solucdo irrigadora (Grupo A) e o grupo TFD com azul de
metileno e solucdo salina como irrigante (Grupo F), comparagcdo que revelou
uma diferenga altamente significativa (P < 0,001).

Também se observou uma diferenca bastante significativa (P < 0,001)

utilizando-se o teste estatistico de Mann-Whitney para comparar os valores S3
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apenas das amostras do grupo A instrumentadas com ProTaper F2 (Grupo A2)

com as do grupo F, no qual apenas F2 foi usada.

3) Eficacia da terapia fotodinamica utilizando-se o azul de toluidina

como agente fotossensibilizador

3.1) Irrigagao com NaOCI/

No grupo da TFD com azul de toluidina (Grupo D), apds a contagem das
UFCs iniciais (S1) obteve-se um valor médio de contaminacdo de 6,50 x 10°
(mediana de 6,04 x 10°). A média da quantidade de bactérias presentes depois
do PQM (S2) foi 1,63 x 10° (mediana de 2,10 x 10%). Apés a TFD (S3), a média
das UFCs obtida foi 3,66 x 10% (mediana de 1,20 x 10°) (Tabela 5).

As medianas da reducao percentual de S2 para S1 e de S3 para St
foram 99,99%, enquanto a de S3 para S2 foi 0%.

Realizada a andlise estatistica com o teste de Wilcoxon a 5%, verificou-
se que tanto o PQM quanto PQM + TFD produziram uma redugéo
estatisticamente significativa quando comparados com as amostras iniciais (P =
0,02 para ambas comparagdes), € que a TFD reduziu significativamente o
namero de bactérias quando comparadas com as amostras coletadas apés a

instrumentacao (P = 0,05).
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Tabela 5 - GRUPO D: Terapia fotodindmica com azul de toluidina
(irrigacdo com NaOCl)

Amostra S1 S2 S3
1. F2 3,44x10° 4,10x102  (99,99%)* 5,80 x 102 (99,98%)* (-41,46%)**
2. F2 3,84x10° 6,88x10% (99,82%)* 3,60 x 102 (99,99%)* (94,78%)**
3. F2 448 x10° 8,04x10% (99,82%)* 9,80 x 102 (99,98%)* (87,81%)**
4. F2 1,18 x 107 1,60x102  (99,99%)* 1,80 x 102 (99,99%)* (-12,50%)**
5. F2 8,96 x10° 3,40x102  (99,99%)* 6,00 x 10" (99,99%)* (82,35%)**
6. F2 1,92x10° 2,60x102  (99,99%)* 0 (100%)* (100%)**
7. F2 760x10%5 O (100%)* 0 (100%)* (0%)**
8. F2 1,68 x10°  1,50x102  (99,99%)* 1,46 x 103 (99,91%)* (-873,33%)**
9. F2 1,20x 107 2,00x 10" (99,99%)* 4,00 x 10" (99,99%)* (-100%)**
10.F2 9,28 x 102 0 (1 35)0%)* 0 (100°/%)* (0%)**
Média 6,50 x 10 1,63x 10 3,66 x 10

Desvio padrao 3,91 x 10° 3,09 x 10° 5,00 x 10?
Mediana 6,04 x10° 210x10°  (99,99%)* 1,20 x 10°  (99,99%)* (0%)**

(%)* > Em relagdo a S1.
(%)™ > Em relacédo a S2.

Com o objetivo de testar a eficacia do azul de toluidina, foram feitas
comparagles intergrupos entre os resultados obtidos dos grupos do laser
instrumentados com a ProTaper F2 (Grupo B2) e da TFD com azul de toluidina
(Grupo D). Realizou-se o teste estatistico de Mann-Whitney, e nao foi
observada diferenca estatistica quando se compararam os valores obtidos na

S3 (P = 0,85).

3.2) Irrigacao com solugao salina

No grupo da TFD com azul de toluidina (Grupo E), apds a contagem das
UFCs iniciais (S1) obteve-se um valor médio de contaminacdo de 2,47 x 10°
(mediana de 1,20 x 10%) . A média da quantidade de bactérias presentes depois

do PQM usando solugdo salina como irrigante (S2) foi 1,35 x 10* (mediana de
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6,80 x 10°). Apds a TFD (S3), a média das UFCs obtida foi 3,09 x 10° (mediana

de 1,18 x 10°) (Tabela 6).

A mediana da reducao percentual de S2 para S1 foi 99,48%, enquanto a

de S3 para S1 e a de S3 para S2 foram respectivamente 99,94% e 80,46%.

Realizada a analise estatistica com o teste de Wilcoxon a 5%, verificou-

se que tanto o PQM quanto PQM + TFD produziram uma reducao

estatisticamente significativa quando comparados com as amostras iniciais (P =

0,02 para ambas comparacdes), e que a TFD reduziu significativamente o

namero de bactérias quando comparadas com as amostras coletadas apos a

instrumentacédo (P = 0,02).

Tabela 6 - GRUPO E: Terapia fotodinamica com azul de toluidina

(irrigagdo com solucao salina)

Amostra S1 S2 S3
1. F2 512x10° 4,09 x 10* (99,20%)* 5,60 x 102 (99,99%)* (98,63%)**
2. F2 3,00x10° 3,28 x 103 (99,89%)* 3,50 x 102 (99,99%)* (89,33%)**
3. F2 4,60x10° 7,04 x 103 (98,47%)* 1,32 x 103 (99,71%)* (81,25%)**
4, F2 3,24x10° 3,20 x 10* (99,01%)* 1,95 x 10* (99,40%)* (39,06%)**
5. F2 1,60x10° 1,86 x 10* (88,38%)* 2,60 x 102 (99,84%)* (98,60%)**
6. F2 6,00 x 106 3,60 x 103 (99,94%)* 5,30 x 102 (99,99%)* (85,28%)**
7. F2 6,40 x 10° 1,00 x 10" (99,99%)* 1,20 x 102 (99,98%)* (-1100,00%)**
8. F2 8,80 x10° 1,18 x 10* (98,66%)* 2,52 x 103 (99,71%)* (78,64%)**
9. F2 1,80x10%° 2,50 x 102 (99,99%)* 8,20 x 102 (99,95%)* (-228,00%)**
10.F2 5,60x10° 1,52 x 103 (99,73%)* 1,12 x 10*(98,00%)* (-636,84%)**
11.F2 3,52x10° 3,33 x 10* (99,05%)* 7,20 x 103 (99,80%)* (78,38%)**
12.F2 1,36 x10° 6,64 x103 (99,51%)* 1,35 x 103 (99,90%)* (79,67%)**
13.F2 1,68 x10% 2,74 x 10* (98,37%)* 1,32 x 103 (99,92%)* (95,18%)**
14.F2 1,44 x10° 4,00 x 10® (99,72%)* 0 (100%)* (100%)**
15.F2 3,60x10° 2,02 x 10* (99,44%)* 1,34 x 108 (99,96%)* (93,37%)**
16.F2 6,00 x 102 4,80 x 10° (99,92%)" 1,04 x 10° (99,98%)" (78,33%)"
Média 2,47 x 10 1,35 x 10 3,09 x 10

Desvio padrao 1,95 x 10° 1,34 x 10* 5,29 x 10°
Mediana 1,74x10° 6,80 x 10° (99,48%)* 1,18 x 10° (99,94%)* (80,46%)**

(%)* > Em relacéo a S1.
(%)** > Em relagdo a S2.
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Por meio do teste de Mann-Whitney a 5%, procedeu-se a uma
comparacao intergrupo dos valores de S3 obtidos, entre o grupo TFD com azul
de toluidina e NaOCI como solucao irrigadora (Grupo D) e o grupo TFD com
azul de toluidina e solucao salina como irrigante (Grupo E), comparacao que

revelou uma diferenga estatistica significativa (P = 0,02).

4) TFD com azul de metileno versus TFD com azul de toluidina

Utilizando-se o teste estatistico de Mann-Whitney a 5%, compararam-se
os valores de S3 do grupo TFD com azul de metileno instrumentados com
ProTaper F2 (Grupo A2) e do TFD com azul de toluidina instrumentados com
ProTaper F2 (Grupo D), todos irrigados com NaOCI. Com base nos resultados
obtidos, ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa (P = 0,27).

Também nao foi observada diferenca estatisticamente relevante entre os
grupos TFD com azul de metileno (Grupo F) e TFD com azul de toluidina

(Grupo E) irrigados com solugao salina (P = 0,17).

5) Influéncia do diametro apical

Por meio do teste estatistico Mann-Whitney com significancia de 5%,
nao foi observada diferenca estatistica significativa quando comparados os
valores de S2 dos grupos instrumentados com a ProTaper F4 (Grupos A1, B1,
C1) com os dos instrumentados com a ProTaper F2 (Grupos A2, B2, C2, D) (P

= 0,748), todos irrigados com NaOCI.
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Com base nesses resultados, foi possivel fazer a analise estatistica total
dos grupos, ndo sendo necessaria a segmentacao deles nos casos em que foi

realizada a instrumentagdo com a ProTaper F4 e F2.
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DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizados dentes humanos extraidos,
procurando se aproximar das condicées encontradas na pratica clinica.

A opgéo pela utilizacdo de E. faecalis como modelo microbiano neste
estudo se deu pela forte associacdo desta espécie bacteriana aos fracassos
endoddnticos, o que pode ser explicado por sua capacidade de sobrevivéncia
em condi¢cdes de escassez nutricional e em auséncia de oxigénio, bem como
por sua capacidade de penetracdo nos tubulos dentinarios e de resisténcia a
procedimentos e medicamentos intracanais (SIQUEIRA et al., 1997; SIREN et
al., 1997; GOMES et al., 2001; EVANS et al., 2002; HAAPASALO et al., 2005).

Diversos estudos avaliaram a eficdcia da TFD, fazendo uso do E.
faecalis para contaminar as amostras a serem avaliadas (CASTRO et al., 2006;
SOUKOS et al, 2006; GARCEZ et al, 2006; BERGMAN et al., 2008;
FONSECA et al., 2008). Outros estudiosos, contudo, utilizaram diferentes
microorganismos, como S. intermedius (SEAL et al., 2002; WILLIANS et al.,
2006), Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis, transformadas em
bactérias bioluminescentes (GARCEZ et al., 2007), ou ainda S. anginosus e F.
nucleatum (BERGMANS et al, 2008). FIMPLE et al. (2008), por sua vez,
serviram-se de um biofilme multiespécies, com Actinomyces israelli, F.
nucleatum nucleatum, P. gingivalis e P. intermedia.

A cepa de E. faecalis empregada foi a isolada de canais radiculares no
estudo de ZOLETTI et al. (2006), sendo, portanto, uma cepa selvagem.

Entre os estudos que utilizaram o E. faecalis como marcador biolégico,

nao existe consenso sobre o periodo ideal de incubacao, podendo este variar
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de vinte e quatro horas a quatro semanas. Assim como GOMES et al. (2001),
MENEZES et al. (2004) e DAMETTO et al. (2005), optamos por sete dias como
periodo de incubacdo. Os valores obtidos com a coleta inicial, bem como as
fotomicrografias das amostras contaminadas obtidas com o uso do MEV,
compravam que esse tempo foi suficiente para promover a colonizagdo das
amostras, inclusive com a formacao de biofilme nas paredes dentinarias.

Para o preparo mecanico dos canais radiculares, utilizaram-se
instrumentos rotatérios de NiTi do Sistema ProTaper. Estudos ndo demonstram
diferenca estatistica significativa entre as técnicas manuais e rotatérias quanto
a capacidade de reducdo bacteriana intracanal (DALTON et al., 1998,
SIQUEIRA et al., 1999). Apesar disso, o0s instrumentos rotatérios de NiTi
permitem maior ampliagcdo do canal, sem alterar seu trajeto original (SIQUEIRA
et al., 2002b).

O NaOCI é a solucao irrigadora mais recomendada e utilizada pelos
dentistas, devido ndo sé as suas propriedades favoraveis, como eficacia
antimicrobiana, mas também por sua capacidade solvente de tecidos
necrosados e vivos (BYSTROM & SUNDQVIST, 1983; 1985; AYHAN et al.,
1999; SIQUEIRA et al., 2000; ESTRELA et al., 2002; SIQUEIRA et al., 2002b;
BERBER et al., 2006).

No entanto, ndo existe consenso quanto a concentracao ideal a ser
utilizada, variando de 0,5% até 5,25%. Estudos clinicos e laboratoriais nao
conseguiram demonstrar diferengca significativa entre as diferentes

concentracdes (BYSTROM & SUNDQVIST 1985; SIQUEIRA et al., 2000). A
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propriedade antimicrobiana e a toxicidade do NaOCI| sao diretamente
proporcionais a sua concentracdao (GOMES et al., 2001; VIANNA et al., 2004).

Segundo SIQUEIRA et al. (2000), o uso de grande quantidade de NaOCI
e sua renovacao constante poderiam manter a eficacia antimicrobiana,
compensando o efeito da concentracdo. Baseando-se nesse principio, a
concentracdo de NaOCI| usada nesse estudo foi de 2,5%, a exemplo de
diversos outros estudos (SIQUEIRA et al., 2002b; MENEZES et al., 2004;
VIANNA et al, 2006; GARCEZ et al, 2007; SIQUEIRA et al., 2007a;
BERGMANS et al., 2008; GARCEZ et al., 2008).

Os procedimentos para a coleta microbioldgica descritos na literatura
variam bastante. Entre os autores que estudaram a eficacia da TFD, BONSOR
et al. (2006) utilizaram instrumentos com raspas de dentina do canal radicular
para realizacdo da coleta, enquanto SOUKOS et al. (2006) e FIMPLE et al.
(2008) fizeram a analise microbiologica através da solugcéo que extravasou do
forame apical. Neste estudo, as amostras microbioldgicas foram coletadas do
interior do canal radicular com o auxilio de cones de papéis estéreis, segundo o
procedimento da maioria dos autores que estudaram a TFD (SEAL et al., 2002;
GARCEZ et al, 2006; WILLIAMS et al., 2006; BERGMANS et al., 2008;
FONSECA et al., 2008; GARCEZ et al., 2008).

Apés a coleta das amostras, SOUKOS et al. (2006) e BERGMAN et al.
(2008) realizaram o plagueamento em agar-sangue. GARCEZ et al. (2006), no
entanto, o fizeram em agar BHI, enquanto FONSECA et al. (2008), em &agar bile
azida. No presente estudo, para o plagueamento das amostras, utilizou-se a

placa de agar Mitis-salivarius, pelo fato de ela s6 permitir o crescimento de
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Streptococcus e alguns Enterococcus, dentre eles o E. faecalis. Assim, reduz-
se o0 risco de se obter um falso positivo por crescimento de espécies
bacterianas contaminantes (SIQUEIRA et al., 1999; SIQUEIRA et al., 2000;
SIQUEIRA et al., 2002b).

O protocolo para a realizagdo da TFD ainda ndo esta bem definido,
existindo diversas variaveis, entre as quais o tipo e a concentragéo do FS a ser
usado e os parametros do /aser, bem como o tempo e a técnica de aplicacao
do FS e do /aser. Os FS mais utilizados pelos autores que estudaram a TFD
foram o azul de metileno (SOUKOS et al., 2006; FIMPLE et al., 2008), o0 azul de
toluidina (SEAL et al., 2002; BONSOR et al., 2006a; WILLIAMS et al., 2006;
BERGMANS et al., 2008; FONSECA et al., 2008) e os derivados do PEl-ce6
(SOUKOS et al., 1998; GARCEZ et al., 2007; GARCEZ et al, 2008). No
presente estudo, foram testadas a eficacia de dois corantes: o azul de metileno
e o azul de toluidina.

Na literatura, encontramos a utilizacdo de diversas concentracdes do
azul de metileno, variando de 6,25 ug/ml a 25 pg/ml, bem como do azul de
toluidina, variando de 12,5 pg/ml a 100 pg/ml. Os dois FS empregados neste
estudo foram utilizados na mesma concentragdo de 15 ug/ml, com o objetivo de
padronizar o experimento.

A fonte de radiacdo empregada foi o Twin laser, um laser diodo de baixa
poténcia da MMOptics. Esse aparelho emite uma luz em dois intervalos
espectrais: o visivel (luz vermelha) e o infravermelho, com 660 nm e 780 nm de

comprimento de onda respectivamente. Para esse experimento, foi aplicado o
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laser vermelho do Twin laser, que possui um meio ativo semicondutor de
GaAlAs e poténcia maxima de 40 mW.

GARCEZ et al. (2007) realizaram um experimento com a luz vermelha
(660 nm de comprimento de onda) do Twin laser e o PEI-ce6 como FS visando
avaliar a eficacia da TFD em dentes contaminados por bactérias
bioluminescentes. Os tempos de irradiacdo foram de um, dois, trés e quatro
minutos, e a contaminacdo foi mensurada através das imagens de
bioluminescéncia obtidas apdés cada periodo de aplicacdo do /aser.
Observaram os autores que a redugdao da contaminacao é crescente até a
aplicacao de 9,6 J de energia, que ocorre no tempo de quatro minutos, quando
se atinge um limiar em que o aumento do tempo n&o provoca maior reducao da
contaminacgao.

Baseando-se no protocolo proposto por GARCEZ et al. (2008), que
também utilizaram o Twin laser, foi estabelecido em dois minutos o tempo de
pré-irradiacao durante o qual o FS é deixado no canal, e em quatro minutos o
tempo de aplicacdo da luz do laser, resultando numa dosagem total de 240
Jicm?.

SEAL et al. (2002) avaliaram a eficacia da TFD, com diversas
combinacoes de tempo e de concentracdo do azul de toluidina, comparando-a
a terapia endodéntica convencional, com NaOCl a 3% em dentes
contaminados por S. intermedius. Observou-se que na TFD a combinacao do
azul de toluidina a 100 pg/ml no periodo de seiscentos segundos alcangou
maior reducao de bactérias cultivaveis, porém essa reducao nao foi superior a

constatada no grupo em que se usou o NaOCI| a 3% por dez minutos. Esse

61



achado contrasta com as descobertas de GARCEZ et al. (2006), que
observaram que a TFD com o azuleno como FS foi significativamente mais
eficaz na reducdo da contagem bacteriana em dentes contaminados por E.
faecalis do que o NaOCI a 0,5% deixado no canal por trinta minutos. Essa
diferenca pode ser explicada pelo uso da fibra ética por GARCEZ et al. (2006),
uma vez que esta pode permitir que a luz seja distribuida de forma homogénea
no interior do canal radicular, melhorando assim a fotorreagao.

E por isso que, assim como em outros estudos, a fibra ética foi utilizada
acoplada ao bico da caneta do /aser, para que a luz irradiasse no interior do
canal radicular aproximando-se o0 maximo possivel do terco apical (BONSOR et
al., 2006; GARCEZ et al., 2006; SOUKOS et al., 2006; WILLIAMS et al., 2006;
GARCEZ et al., 2007; BERGMANS et al. 2008; FIMPLE et al., 2008; GARCEZ
et al., 2008).

Segundo o fabricante, a fibra ética (MMOptics) empregada é plastica e
constituida de ndcleo e capa, com um comprimento total de 55 mm e didmetro
na ponta de 0,3 mm. Na pratica, ao medirmos com uma régua calibradora
(Dentsply-Malillefer), observou-se grande variacao desse diametro final. Foram
selecionadas as fibras que realmente apresentavam 0,3 mm de diametro final,
para que estas pudessem alcancar o terco apical das amostras preparadas
com os instrumentos rotatorios ProTaper F2 ou F4, que geram diametros
apicais finais correspondentes a instrumentos tipo K, numeros 25 e 40
respectivamente.

De acordo com o protocolo proposto por GARCEZ et al. (2006; 2007;

2008), a fibra dtica foi introduzida o mais apicalmente possivel, e depois
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realizados movimentos espiralados da porcao apical para a cervical, de modo a
assegurar difusdo uniforme de luz dentro do canal radicular.

Apébs a andlise estatistica dos resultados, observou-se que, nos grupos
irrigados com NaOCI, a TFD com o azul de metileno e com o azul de toluidina
apresentaram um efeito adicional ao PQM na reducdo da contagem de E.
faecalis (P = 0,05 para os dois grupos), assim como nos grupos irrigados com
solucéo salina (P = 0,02 no grupo TFD com azul de toluidina e P = 0,05 no com
azul de metileno).

Assinale-se que o presente estudo, distinguindo-se da maioria dos
anteriores, avaliou o efeito adicional da TFD sobre o PQM, e ndo apenas a
eficacia da TFD.

Ao testarem a eficacia da TFD com o azul de metileno como agente FS,
SOUKOQOS et al. (2006) e FIMPLE et al. (2008) concluiram que essa terapia
poderia ser um eficaz auxiliar no tratamento endoddntico convencional.
FIMPLE et al. (2008), por seu turno, observaram uma reducdo da infeccao de
80% em dentes contaminados por um biofilme multiespécies, enquanto
SOUKOS et al. (2006) obtiveram uma reducdo de 97% em dentes
contaminados por E. faecalis.

Resultados semelhantes foram observados nos estudos in vitro em que
o azul de toluidina foi aplicado como FS. WILLIAMS et al. (2006) observaram
que TFD com azul de toluidina foi eficaz em reduzir a contagem bacteriana em
dentes contaminados por S.intermedius, e que o aumento da dose de energia
do laser aplicada e do tempo pré-irradiagdo ndo levaram a maior reducao

dessa contagem. BERGMANS et al. (2008) encontraram reducao de 93,8% em
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dentes contaminados com S. anginosus, de 88,4% em dentes contaminados
com E. faecalis e de 98,5% nos contaminados por F. nucleatum, o que
significou uma reducao estatisticamente significativa em relacdo a amostra
inicial. FONSECA et al. (2008) encontraram reducédo da contagem bacteriana
de dentes contaminados por E. faecalis de 99,9%. No entanto, SEAL et al.
(2002) concluiram que a irrigagdo com NaOCI a 3% foi mais eficaz que a TFD,
0 que pode ser explicado pela nao utilizagao da fibra ética para a distribuicao
uniforme da irradiacao.

No estudo in vitro de GARCEZ et al. (2007), também foi analisada a
eficacia adicional da TFD com o PEl-ce6 como FS em dentes contaminados
com bactérias bioluminescentes. Encontraram uma reducao de 90% da terapia
endodontica e de 95% da TFD. A combinagdo dos tratamentos reduziu a
bioluminescéncia em mais de 98%, e o0 crescimento bacteriano apds vinte e
quatro horas de tratamento realizado foi significativamente menor do que a
terapia endodéntica e TFD sozinhos. Mas, para realizacdo desse experimento,
foram utilizados apenas dez dentes que foram esterilizados e recontaminados
antes de cada tratamento. A reutilizagdo dos dentes fez com que, quando
foram executados os procedimentos do grupo de terapia combinada, as
amostras ja haviam sido previamente instrumentadas para a execucao dos
procedimentos do grupo de tratamento endodéntico convencional. Assim, a
instrumentacao feita no grupo de terapia combinada nao apresentou nenhum
efeito pratico.

Os resultados do presente estudo demonstram um efeito adicional ao

PQM na reducdo da contagem bacteriana nos grupos controle de azul de
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metileno e de laser (P = 0,05; P = 0,048 respectivamente), o que coincide com
a observacdo de SOUKOS et al. (2006): reducao de 83,2% no grupo controle
de azul de metileno a 25 pg/ml (P = 0,009) e de 56,6% no grupo controle de
laser (P = 0,03) em dentes contaminados por E. faecalis. SEAL et al. (2002), ao
contrario, observaram um efeito limitado nos grupos controles de laser e de
azul de toluidina a 12,5, a 25, a 50 e a 100 pg/ml em dentes contaminados por
S. intermedius, assim como BERGMANS et al. (2008), que também néao
observaram efeito significativo do laser e do azul de toluidina a 12,7 pg/ml
sobre a carga bacteriana de dentes contaminados por S. anginosus, E. faecalis
e F. nucleatum. Do mesmo modo, FIMPLE et al. (2008) também nao
observaram efeito antibacteriano do /aser em dentes contaminados por um
biofilme multiespécies, verificando uma eficacia reduzida nos grupos de azul de
metileno a 25 pg/ml dissolvido em meio BHI (reducao de 25%) e PBS (reducao
de 34%), mas sem diferenca significativa em relacdo ao grupo controle onde
nao foram utilizados o laser nem o FS. Em tubos de ensaio com uma
suspensao de E. faecalis, GARCEZ et al. (2006), por sua vez, nao observaram
efeito bactericida da pasta de azuleno e do /laser, 0 mesmo ocorrendo com
WILLIAMS et al. (2006), que também nao observaram reducao significativa nos
grupos controle de azul de toluidina a 10 e a 20 pg/ml e laser em teste em
tubos de ensaio com suspensoes plancténicas de S. intermedius, P. micros, P.
intermedia e F. nucleatum.

No presente estudo, a reducdo significativa dos procedimentos pés-
PQM, nos grupos controle do /aser ou do azul de metileno, em relagdo a

contaminacao p6s-PQM, explica-se pela obtencao de muitas amostras com
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cultura negativa ja apés o PQM, o que reduziu a quantidade de amostras em
gue foi realmente avaliada a reducéo adicional do /aser ou do azul de metileno.

Ao se comparar os valores de S3 obtidos no grupo TFD com azul de
metileno ou azul de toluidina e NaOCI como solugao irrigadora com os obtidos
no grupo TFD com azul de metileno ou azul de toluidina e solugéo salina como
irrigante, observou-se uma diferenga altamente significativa (P < 0,001 e P =
0,018 respectivamente). Esses resultados podem ser justificados pela maior
reducao da contaminagao ja no PQM nos grupos irrigados por NaOCI, o que
diminui a eficacia adicional da TFD.

Nos poucos estudos in vivo, também se avaliou a eficacia adicional da
TFD. BONSOR et al. (2006) realizaram o preparo mecéanico com instrumentos
rotatorios de NiTi do sistema Profile e irrigacao alternada de NaOCI a 2,25% e
acido citrico a 20%. Em seguida, realizaram-se a TFD com azul de toluidina
deixado no canal por um minuto, € com o laser com 100 mW de poténcia por
dois minutos. Fez-se apenas uma analise quantitativa dos resultados, em que
se observou que, dos quatro canais que ainda estavam contaminados apés o
PQM, trés obtiveram cultura negativa apés a TFD.

Ja GARCEZ et al. (2008) realizaram a TFD com o PEI-ce6 como agente
FS, apés PQM com instrumentos manuais, NaOCl a 2,5% e peroxido de
hidrogénio a 3% como solucdes irrigadoras, e apds a remogao da smear layer
com EDTA a 17%. Depois da analise estatistica dos resultados, concluiram os
autores que a reducao total do PQM com a TFD foi significativamente maior do
que a obtida exclusivamente pelo PQM. Concluiram ainda que, na segunda

consulta em que foi realizada a TFD, esta foi ainda mais eficaz que na primeira,
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0 que pode ser explicado provavelmente porque a recolonizacdo se da com
microorganismos em biofilmes menos complexos, quando comparada com a
infecgao inicial.

As comparacdes entre os resultados do presente estudo e os dos
demais em que foi realizada a TFD sao dificeis, porque cada autor utiliza
diferentes tipos e concentracées do FS, bem como distintos parametros do
laser, de tempo e de técnica de aplicagdo do FS e do /aser.

Nossos resultados sugerem que a TFD pode ser utilizada como
importante auxiliar no tratamento endoddntico convencional na desinfecgao do
SCR. No entanto, novos estudos ainda precisam ser desenvolvidos, visando a
busca de parametros de luz e de FS ideais para a eliminacdo dos

microorganismos do interior do SCR.
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CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada pode-se concluir:
12 - a terapia fotodindmica utilizando o /aser diodo com azul de metileno
ou com azul de toluidina apresenta um efeito antibacteriano adicional ao PQM,;
2° - nao houve diferenca na eficacia antibacteriana entre:
- a terapia fotodindmica com azul de metileno e a terapia
fotodindmica com azul de toluidina;
- a terapia fotodinamica com azul de metileno e a aplicagao
exclusiva do /aser e do azul de metileno;
- a terapia fotodinamica com azul de toluidina e a aplicagao

exclusiva do /aser.
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