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RESUMO

Introducé&o: Os irrigantes convencionais, como o Hipoclorito de Sédio, ndo séo
totalmente eficazes na eliminagdo bacteriana. O insucesso do tratamento endoddntico
deve-se a presenca de bactérias no interior do canal. Atualmente, tém surgido novos
métodos para melhorar a taxa de sucesso do tratamento endodéntico, a Terapia
Fotodinamica tem sido estudado como coadjuvante ao tratamento convencional na

eliminagdo dos microrganismos.

Objetivo: Verificar a capacidade bactericida da Terapia Fotodindmica como
coajduvante do tratamento endodéntico quando comparado com tratamento endoddntico

convencional com solucGes de Hipoclorito de Sodio a 5% e a 2,5%.

Materiais e métodos: Preparacdo de 56 dentes monorradiculares: 30 dentes de
estudo e 12 dentes controlo. Inoculacdo com a estripe de Enterococcus faecalis de
referéncia (ATCC 29212). Realizaram-se quatro protocolos de desinfecdo testando a
eliminacdo de E. faecalis. No Grupo 1 , avaliou-se a capacidade de desinfecdo do
Hipoclorito de Sddio a 5%. No Grupo 2, avaliou-se a capacidade de desinfecdo do
Hipoclorito de sodio a 2,5%. No Grupo 3, avaliou-se a capacidade de desinfecdo do
Hipoclorito de Sodio a 5% complementado com a Terapia Fotodindmica. No Grupo 4,
avaliou-se a capacidade de desinfe¢do do Hipoclorito de Sédio a 2,5% complementado
com a Terapia Fotodindmica. A eliminacdo de E. faecalis foi verificada através de

métodos de cultura bacterioldgica.

Resultados: Todos os grupos apresentaram efeito antibacteriano. No entanto,
nenhum erradicou por completo a E. faecalis. O grupo 1 e o grupo 3 apresentaram 0s
resultados mais eficazes. O grupo 2 apresentou os valores mais baixos de atividade

bactericida.

Conclusdo: A Terapia Fotodindmica mostrou ser um bom complemento de
solugbes de Hipoclorito de Sddio em baixas concentracbes. Porém, a Terapia
Fotodinamica como complemento do Hipoclorito de Sédio a 5% néo apresentou
melhoria. O Hipoclorito de Sodio na concentragdo de 5% continua a ser 0 método mais

eficaz na eliminacgéo de E. faecalis.

PALAVRAS-CHAVE: Enterococcus faecalis, Hipoclorito de Sddio, FotoSan 630,

Terapia Fotodinadmica.



ABSTRACT

Introduction: The conventional irrigants, as Sodium Hypochlorite, are not
totally effective in eliminating the bacteria. The unsuccessful result in endodontic
treatment is due to the presence of bacteria inside the root canal. Nowadays, there are
new methods to improve the success rate of endodontic treatments, the Photodynamic
Therapy has been studied as a valid adjuvant to the conventional treatment on the

microorganisms elimination.

Objective: Verify the effectiveness of the Photodynamic Therapy as adjuvant to
the endodontic treatment when compared to the conventional endodontic treatment with

solutions of Sodium Hypochlorite 5% and 2,5%.

Materials and Methods: Preparation of 56 monorradicular teeth: 30 study teeth
and 12 control teeth. Inoculation with Enterococcus faecalis reference (ATCC 29212).
Four disinfection protocols were design testing the elimination of E. faecalis. In Group
1, it was evaluated the antibacterial efficacy of Sodium Hypochlorite 5%. In Group 2, it
was evaluated the antibacterial efficacy of Sodium Hypochlorite 2,5%. In Group 3, it
was evaluated the antibacterial efficacy of Sodium Hypochlorite 5% complemented
with the Photodynamic Therapy. In Group 4, it was evaluated the antibacterial efficacy
of Sodium Hypochlorite 2,5% complemented with the Photodynamic Therapy. The

elimination of E. faecalis was verified through bacterial growth methods.

Results: All the groups had antimicrobial effect. However, none completely
eradicated E. faecalis. The group 1 and group 3 had more effective results. The group 2

had the lower antibacterial activity values.

Conclusion: The Photodynamic Therapy showed to be a good complement with
low Sodium Hypochlorite concentrations. Yet, the Photodynamic Therapy as a Sodium
Hypochlorite 5% complement did not show any improvements. The Sodium
Hypochlorite at a concentration of 5% still is the most effective method in the

elimination of E. faecalis.

KEYWORDS: Enterococcus faecalis, Sodium Hypochlorite, FotoSan 630,
Photodynamic Therapy.
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1. INTRODUCAO

H& muito tempo que as bactérias sdo reconhecidas como principal fator
etiologico no desenvolvimento de lesdes pulpares e periapicais. (Kakebashi et al., 1965;
Kandaswammy and Venkasteshbabu, 2010) Os microrganismos, remanescentes ap0s
tratamento ou que recolonizam o espaco do canal dentario, sdo a principal causa no
insucesso do tratamento endododntico e consequentemente de patologias pulpares e
periapicais persistentes. (Arneiro et al., 2014; Mohammadi, 2008; Zehnder 2006)

Por essa razdo, o principal objetivo no tratamento endodéntico é eliminar a
infecdo bacteriana e a inflamacdo associada ao tecido pulpar bem como a remocéo

mecanica do tecido danificado do interior do canal dentério. (Garcez et al., 2007)

Porém, a eliminagdo dos microrganismos do canal infetado é uma tarefa dificil
devido a uma complexa anatomia do sistema canalar com ramificacdes apicais, canais
acessorios e anastomoses. (Mohammadi, 2008; Xu et al., 2009) Momentos antes da
obturagdo, ap0Os a preparacdo quimico-mecanica, bactérias residuais sdo detetadas em
aproximadamente metade dos dentes. (Xu et al., 2009)

Citado por Ng et al. (2011), Ng et al. (2010) efetuou uma revisdo sistematica,
que inclui estudos publicados entre 1993 e 2007, na qual refere a que a taxa de

sobrevida de dentes ap6s 2 a 10 anos do tratamento endodéntico esta entre 86% e 93%.

O tecido organico pulpar remanescente e o exsudado proveniente do periodonto
sdo fontes nutricionais utilizadas para garantir a sobrevivéncia das comunidades
microbianas. Consequentemente, nichos de microrganismos em dentes necrosados ou
com tratamento endodontico, acumulam-se na regido apical do canal, onde tém acesso a
fluido tecidular. Em infe¢fes prolongadas, as bactérias do canal radicular invadem a
dentina adjacente atraves dos tubulos dentinarios. (Zehnder, 2006)

A persisténcia das infecOes depende da capacidade dos microrganismos se
adaptarem a mudancas ambientais. Os principais mecanismos utilizados pelas bactérias
sdo: a formacdo de um biofilme, modificacdes fisiologicas, alterar o seu material

genético e criar subpopulacdes de células. (Oliveira et al., 2014)



Uma das maiores dificuldades em eliminar o crescimento bacteriano no sistema

canalar é o facto de as bactérias crescerem em biofilme. (Garcez et al., 2007)

O biofilme é uma fina camada que se desenvolve quando as bactérias aderem a
superficies solidas, como a dentina, e contem polissacarideos extracelulares e outros
materiais organicos, atuando como cola aglutinando as células. Os biofilmes bacterianos
sdo dificeis de erradicar e mostram grande resisténcia a uma ampla variedade de

antimicrobianos. (Garcez et al.,2007)

O sucesso depende de varios fatores: a anatomia do sistema canalar complexa e
diversificada que compreende canais adicionais ao canal principal e ndo permitem
acesso direto devido a sua posicdo e ao seu diametro; uma microflora polimorfa com
resisténcia ou suscetibilidade antimicrobiana, incluindo bactérias anaerdbias, anaerdbias

facultativas e aerobias. (Garcez et al.,2007)

Para reduzir o ndmero de microrganismos do sistema canalar diferentes
abordagens tém sido sugeridas, incluindo o uso de vérias técnicas de instrumentacdo
mecénica com limas que desbridam e ddo forma ao canal, protocolos de irrigagdo por
agentes desinfetantes e colocacdo de medicamentos intracanalares antimicrobianos entre
consultas. (Garcez et al.,2007; Mohammadi, 2008; Rahimi et al., 2014)

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis € um organismo persistente que, apesar de ser uma
pequena porcdo na flora de canais com infecdo priméaria, desempenha um papel
importante na etiologia de lesbes perirradiculares persistentes. E frequentemente
encontrada em casos de insucesso e pode sobreviver no canal radicular como

microrganismo isolado ou como componente maioritario da flora. (Stuart et al., 2006)

E. faecalis morfologicamente é um cocos, gram positivo e anaerobio facultativo
0 que possibilita 0 seu crescimento na presenga ou na auséncia de oxigénio. (Arneiro et
al., 2014; Stuart et al., 2006)

Estas bactérias tém a capacidade de sobreviver a ambientes extremos incluindo
pH alcalino de 9,6 e altas concentracGes de sais. Resistem a sais biliares, detergentes,
metais pesados, etanol, e desidratagdo. Conseguem crescer em temperaturas entre 10 a

45° C e sobreviver a temperaturas de 60° C por 30 minutos. (Stuart et al., 2006)



A persisténcia desta bactéria deve-se a fatores de viruléncia e sobrevivéncia:
tolera periodos prolongados de privacdo nutricional; adere a dentina e penetra nos
tubulos dentinérios; altera respostas das células hospedeiras; suprime a acdo dos
linfdcitos; possui enzimas liticas, citolisina, substrato de agregacdo, feromonas e acido
lipoteico; utiliza o fluido crevicular como fonte nutricional; resiste a medicamentos
intracanalares (Ca(OH).); compete com outras células bacterianas; forma biofilme.
(Stuart et al., 2006)

Tém surgido relatos da resisténcia da E. faecalis a antibidticos de modo que ja
ndo sdo esperados resultados 6timos no tratamento de infe¢cBes causadas pela mesma.
(Arneiro et al., 2014; Stuart et al., 2006)

A bactéria E. faecalis ndo estd presente na cavidade oral em situagdes habituais,
no entanto, esta associada a lesdes perirradiculares devidas a infecGes endoddnticas
primarias ou persistentes. A presenca da E. faecalis é superior ap6s falha no tratamento
endoddntico comparativamente com infegdes primarias. Estudos demostraram que a
prevaléncia deste microrganismo em dentes obturados com lesdo perirradicular esta
entre 0s 24% a 77%. (Stuart et al., 2006)

Diversos estudos sdo direcionados para obter uma eliminacdo eficaz da E.
faecalis do sistema canalar durante o tratamento endodéntico. O hipoclorito de sédio é
considerado principal método de erradicacdo de todas as suas formas de apresentacao.
(Stuart et al., 2006)

Irrigacéo

Vaérios estudos relatam que a preparacdo mecanica isoladamente é insuficiente
para desinfecdo de canais acessérios, anastomoses e ramificacdes. (Gernhardt et al.,
2004; Mohammadi, 2008; Rahimi et al., 2014) Tecido pulpar residual, bactérias e
residuos dentinarios podem persistir nas irregularidades dos canais. (Gernhardt et al.,
2004) Assim, surgiu a necessidade de uma desinfecdo que ndo sO eliminasse 0s

microrganismos como também o tecido pulpar remanescente. (Mohammadi, 2008)

Idealmente o0s irrigantes endoddnticos devem: ter um amplo espetro
antimicrobiano e ter uma elevada eficacia contra microrganismos anaerobios e

facultativos organizados em biofilmes; dissolver tecido pulpar necrético remanescente;



inativar endotoxinas; prevenir a formacdo de smear layer durante a instrumentacdo ou
dissolvé-la uma vez que se tenha formado. Visto entrarem em contato com tecidos
vitais, os irrigantes ndo devem ser toxicos, nem causticos para os tecidos periodontais e
ter reduzido potencial para causar uma reacdo anafilatica. (Kandaswammy and
Venkasteshbabu, 2010; Zehnder, 2006)

Hipoclorito de Sédio

A utilizacdo do hipoclorito de sodio (NaOCI) como solucdo desinfetante surgiu
durante a 12 Guerra Mundial. Desde 1919, a sua utilizacdo é sugerida como principal
irrigante na endodontia uma vez que abrange 0 maior nimero de requisitos de um
irrigante ideal. (Mohammadi, 2008; Zehnder, 2006)

O NaOCI exibe um equilibrio dindAmico observado na seguinte reacdo: (Estrela
etal., 2002)

NaOCIl + H20 €->NaOH + HOCI<=> Na* + OH + H* + OCI

O NaOCI combinado com a 4gua produz hidréxido de sédio e acido hipocloroso.
(Estrela et al., 2002)

Na presenca de microrganismos e tecido organico ocorrem diversas reacdes
(Anexo I, Figura I-1): reacdo de saponificacdo, neutralizacdo de amino4cidos e reacéo
de cloramina, que conduzem ao efeito antimicrobiano e ao processo de dissolucdo de
tecidos. (Estrela et al., 2002)

O NaOCI atua como um solvente organico e de gordura, degradando acidos
gordos e transformando-os em sais de acidos gordos e glicerol e, consequentemente,
conduz a reducdo da tensdo de superficie da solucéo. (Reacdo de saponificacao) (Estrela
et al., 2002)

O NaOCI neutraliza aminoacidos levando a formacdo de &gua e sais pela
libertacdo de ides hidroxilo e assim, a reducdo do pH. (Reacdo de neutralizacdo de
aminoacidos) (Estrela et al., 2002)

Quando o &cido hipocloroso, uma substancia presente na solucdo de NaOCI,
entra em contato com o tecido organico, atua como solvente e liberta cloro, que se vai

combinar com uma proteina do grupo amina para formar cloramina. (Reacdo de



Cloraminacdo) O acido hipocloroso (HOCI-) e os ides hipoclorito (OCI-) levam a
degradacdo de amino&cidos e hidrolise. As cloraminas resultantes interferem com o
metabolismo celular. A cloramina é um forte oxidante e tem acdo antimicrobiana, inibe
enzimas bacterianas e leva a oxidacdo irreversivel do grupo sufidrilo, essencial nas

enzimas bacterianas (Estrela et al., 2002)

O NaOCI é uma base forte (ph>11). O pH elevado (a¢do dos iGes hidroxilo) do
NaOCI interfere com a integridade da membrana citoplasmética com uma inibicéo
enzimatica irreversivel, alteragdes do metabolismo celular e degradacéo dos fosfolipidos

observada numa peroxidacao lipidica (Estrela et al., 2002)

Assim, 0 mecanismo antimicrobiano das solu¢Ges de NaOCI é conseguido pelas
caracteristicas fisico-quimicas e pela reacdo com o tecido orgénico. (Estrela et al., 2002)

O NaOCI tem como caracteristicas principais um amplo espetro de acgdo
antimicrobiana, acdo ndo especifica em todos os microbios, capacidade esporicida,
virucida e fungicida, acdo proteolitica, efeitos dissolventes dos tecidos necréticos e
vitais e componentes organicos da smear layer. Além disso, as solugdes aquosas de
NaOCI sdo baratas, facilmente disponiveis e tém um tempo de semi-vida razoavel,
podendo deteriorar-se com o tempo, a exposicdo a luz, com a temperatura e pela
contaminacdo de ides metalicos. (Clarkson and Moule, 1998; Mohammadi, 2008;
Rahimi et al., 2014; Zehnder, 2006)

Por outro lado, 0 NaOCI apresenta algumas desvantagens como a sua toxicidade,
ser extremamente corrosivo para os metais, ser uma base forte, hipertonico e ter um

gosto desagradavel. (Clarkson and Moule, 1998)

Em Endodontia, 0 NaOCI mostra um amplo espetro de atividade antimicrobiana
contra microrganismos organizados em biofilmes e dispostos em tubulos dentinarios de
espeécies dificeis de erradicar como Enterococcus, Actinomyces e Candida. (Rahimi et
al., 2014)

O NaOCI e comercializado em diversas concentracfes (desde 1% a 6%
(Clarkson and Moule, 1998) e tem sido controverso qual deve ser utilizada em
Endodontia. O efeito antibacteriano e a capacidade de dissolucdo depende da
concentracdo, porem, também a sua toxicidade é diretamente proporcional. (Zehnder,
2006)



A irrigacdo mais eficaz é relatada pelo NaOCI a 5,25% durante 40 min. Irrigacao
com hipoclorito entre 1,3% a 2,5% mostrou-se ineficaz em remover E. faecalis dos
tibulos dentinérios infetados. (Kandaswammy and Venkasteshbabu, 2010)

Por outro lado, uma solucdo de NaOCI a 5,25% diminui significativamente o
modulo de elasticidade e a resisténcia a flexibilidade da dentina humana, consequéncia
da acdo proteolitica na matriz de colagénio dentinéria. (Kandaswammy and
Venkasteshbabu, 2010; Zehnder, 2006)

A reducdo da adesdo observada entre sistemas adesivos e parede de dentina para
restauracdes definitivas pode ser também associada a remocdo de fibrilhas de colagénio
da superficie dentindria pelo NaOCI, impedindo a formacdo de uma correta camada
hibrida durante a adesdo. (Kandaswammy and Venkasteshbabu, 2010)

Uma grande parte dos dentistas utiliza uma concentracdo de 5,25%, no entanto,
tém surgido variados casos de irritacbes nos tecidos adjacentes ao canal radicular

associados ao uso destas concentrac¢des. (Rahimi et al., 2014; Zehnder, 2006)

Vaérios investigadores mostraram que o NaOCI pode irritar os tecidos periapicais
e periodontais. Em altas concentracdes pode levar a alteracbes necrdticas severas.
(Gernhardt et al., 2004) Assim, é sugerida a utilizacdo do NaOCI| com a devida
precaucdo de modo a evitar a sua extrusdo para o exterior do canal. (Gernhardt et al.,
2004)

Com o objetivo de aumentar a eficacia das solu¢des de NaOCI mais diluidas e
prevenir a sua toxicidade sdo usadas varias técnicas: baixar o ph, aumentar a
temperatura, bem como agitar o irrigante ou ativa-lo de outra maneira. Assim surgiram
novas técnicas como o uso de lasers e aparelhos sdnicos e ultrassénicos (Rahimi et al.,
2014).

Ativadores

Recentemente foram sugeridas novas abordagens na desinfecdo canalar que
incluem o uso de lasers. (Garcez et al., 2007). Entre essas novas tecnoldgicas, surge a
terapia fotodinamica (PDT) também conhecida como desinfecdo fotoativada (PAD,
photoactivated desinfection) ou fotoquimioterapia. (Oliveira et al., 2014; Xu et al.,
2009)



A PDT é uma estratégia antimicrobiana que envolve a combinacdo de um
fotossensibilizador, ndo toxico, numa localizacdo exata, e uma fonte de luz visivel de
comprimento de onda apropriado. (Oliveira et al., 2014; Xu et al, 2009) O
fotossensibilizador é excitado e reage com o oxigénio molecular para produzir espécies
de oxigenio altamente reativo que induzem a lesdo e morte dos microrganismos. A
elevada carga positiva do fotossensibilizador contribui para uma rapida ligacdo e
penetracdo nas células bacterianas. De modo que, 0s seus componentes mostram uma
grande seletividade para a morte dos microrganismos quando comparado com as células
do hospedeiro. (Garcez et al., 2007)

A PDT foi descoberta na area da microbiologia ha mais de 100 anos e tem sido
utilizada principalmente no tratamento do Cancro e na Oftalmologia. No entanto, o seu
desenvolvimento tem sido muito lento. Com a descoberta sobre a resisténcia aos
antibidticos tem-se gerado um grande interesse como método alternativo a terapias
antibidticas. A PDT representa um tratamento alternativo a patogeneos resistentes a
medicamentos e tem regressado como uma possivel abordagem no tratamento de
infecdes resistentes a medicamentos. As bactérias resistentes sdo eficazmente
eliminadas com a PDT e até a data ndo ha relatos de resisténcia adquirida a PDT.
(Kharkwal et al., 2011)

O mecanismo de acdo da PDT ocorre quando o fotossensibilizador, absorve os
fotbes da fonte luminosa e os seus eletrdes transitam para um estado excitado. Na
presenca do oxigénio, o fotossensibilizador retorna ao seu estado fundamental e
transfere a energia para o substrato, formando radicais livres de elevada citotoxicidade
COmMO 0 Oxigenio reativo e superoxidos. (Oliveira et al., 2014)

Estas espécies altamente reativas podem danificar seriamente 0s microrganismos
através da oxidacdo irreversivel dos componentes celulares, causando danos na
membrana celular, mitocondrias, nacleo e outros componentes celulares. (Oliveira et
al., 2014)

Existem dois mecanismos para explicar como o fotossensibilizador reage com as
biomoléculas conduzindo a citotoxicidade. (Anexo |, figura 1-2) A molécula de
fotossensibilizador ao absorver a luz passa do estado fundamental para o seu estado
excitado (estado singleto). De seguida, a molécula pode perder a mesma energia por

fluorescéncia e voltar ao estado fundamental ou, apds um cruzamento de intersistemas,

7



passar a estado triplete de longa duracdo. (Kharkwal et al., 2011) A reacdo tipo |
envolve a transferéncia de eletrGes das moléculas do fotossensibilizador para o
substrato, levando a producdo de radicais livres que reagem rapidamente com o
oxigénio resultando na producdo de superoxido, radicais hidroxilo, e peroxido de
hidrogénio. Na reacdo tipo Il, o fotossensibilizador excitado transfere energia ao
oxigénio levando a producdo de espécies de oxigénio altamente reativas como o
Oxigénio singleto. (Kharkwal et al., 2011; Oliveira et al., 2014)

Na PDT ¢ dificil distinguir entre estes dois mecanismos de reacdo. A reacdo do

tipo Il é a aceite como a principal via de destruicdo microbiana. (Oliveira et al., 2014)

Existem varios fotossensibilizadores associados ao laser mas a sua aplicacdo
depende da capacidade de absorcdo de determinado comprimento de onda e intensidade

de luz.

A maioria dos fotossensibilizadores séo ativados por uma luz vermelha entre os
630 aos 700 nm, o correspondente a uma luz penetrante dos 0,5 cm aos 1,5 cm. (Rajesh
etal., 2011)

Os fotossensibilizadores usados na terapia fotodindmica pertencem a diferentes
grupos. Na terapia fotodindmica, os fotossensibilizadores usados sdo azul toluidina O e
azul de metileno, ambos com caracteristicas quimicas e fisico-quimicas semelhantes.
(Oliveira et al., 2014; Rajesh et al., 2011)

Atualmente, as fontes de luz aplicadas na terapia fotodindmica sdo: lasers Helio-
neon (630nm), lasers diodo galio-aluminio-arsenio (630-690, 830, 906 nm) e laser
Argon (488-514 nm). Os comprimentos de onda variam desde a luz azul dos lasers
argon ou luz vermelha dos lasers Helio-neon, aos infravermelhos dos lasers Diodo.
(Rajesh et al., 2011)

Lasers de baixa poténcia, como o Helio-neon e o diodo sdo as fontes de radiacéo
mais utilizadas na PDT para a reducdo de culturas de bactérias e fungos na cavidade
oral. (Rajesh et al., 2011) Os lasers Helio-Neon mostram resultados positivos na
reducdo de vérias culturas usando o azul toluidina e o azul-de-metileno. No entanto, os
lasers diodo tém sido mais utilizados por serem mais compactos e facilmente
manuseados, mais econémicos, versateis e bem absorvidos pelos tecidos do organismo.
(Oliveiraet al., 2014)



Recentemente, fontes de luz ndo laser como LEDs tém sido aplicadas com
sucesso como fonte de energia alternativa por serem mais compactos, portateis e

econdmicos. (Oliveira et al., 2014; Rajesh et al., 2011)

A PDT tem sido estudada como uma técnica promissora na eliminacdo das
bactérias patogénicas da cavidade oral que causam patologias endodonticas,

periodontites, peri-implantites e caries. (Garcez et al., 2007)

Esta técnica esta a avancar rapidamente e varios estudos mostraram que as
bactérias orais sdo-lhe suscetiveis, sugerindo a PDT como um bom coadjuvante nas

técnicas de desinfecdo em endodontia. (Arneiro et al., 2014)

Acredita-se que a PDT néo substitui os antimicrobianos mas complementa o
tratamento de infe¢des orais, acelerando e diminuindo o custo do tratamento. (Rajesh et
al., 2011)

Quando o componente fotossensibilizador é aplicado no sistema canalar ele
adere a bactéria residual do canal principal, dos canais acessorios, dos istmos e dos
tibulos dentinarios. (Xu et al., 2009) Quando ativado, o agente fotoativado tem um
amplo espectro de acdo inativando todas as classes de microrganismos: Gram positivo,
Gram negativo, fungos, virus, parasitas e ainda formas de vida altamente resistentes

como os esporos bacterianos. (Kharkwal et al., 2011)

A PDT apresenta atributos que fazem desta, uma boa técnica para reducdo
bacteriana intracanalar: é biologicamente estavel, segura para os tecidos humanos, tem a
capacidade de eliminar microrganismos em biofilmes, é facil de aplicar, ndo provoca

dor, e é econdémica quando comparada com laser de alta poténcia. (Oliveira et al., 2014)



2. OBJETIVOS

e Observar se 0 uso de uma solugdo de NAOCL a 5% combinado com
terapia fotodindmica tem uma capacidade bactericida superior a irrigacao

convencional apenas com NAOCL a 5%.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

e Observar se 0 uso de uma solucdo de NaOCI a 2,5% combinado com
terapia fotodindmica tem uma capacidade bactericida semelhante ao uso de

uma solucdo de NaOCI a 5% combinado com a terapia fotodinamica.

e Observar se 0 uso de uma solucdo de NaOCI a 2,5% combinado com
terapia fotodindmica tem uma capacidade bactericida semelhante ao uso de a
irrigagéo convencional apenas com NaOCI a 5%.

e Observar se 0 uso de irrigagdo convencional com uma solugéo de NaOCI

a 2,5% tem uma capacidade bactericida semelhante ao uso de uma irrigacao

convencional com NaOCI a 5%.
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3. HIPOTESES DE TRABALHO

o Hipotese alternativa (H1): O NaOCL a 5% numa irrigagdo combinada

com terapia fotodinamica, no interior de canais infetados com Enterococcus

faecalis, tem uma eficacia bactericida superior a uma irrigacdo convencional.

o Hipdtese nula (HO): O NaOCL a 5% numa irrigacdo combinada com

terapia fotodindmica, no interior de canais infetados com Enterococcus faecalis,
tem uma eficacia bactericida igual ou inferior a irrigacdo convencional e nédo

ativada, com seringa e agulha com a respetiva solucéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

Preparacdo da amostra de dentes

Para a realizacdo deste estudo, procedeu-se a recolha de 81 dentes
unirradiculares com os seguintes parametros: apenas um canal, sem grandes curvaturas

e conservados em &gua corrente.
Para limpar a superficie externa dos dentes recorreu-se ao uso de ultrassons.

De seguida, procedeu-se a uniformizacdo da amostra a um comprimento de
15mm abaixo da juncdo amelocementaria. Todos os dentes foram cortados com um

disco de tungsténio colocado em peca de mao.

Antecedendo a instrumentacdo, o0 comprimento dos canais foi estabelecido. Em
cada dente, introduzindo-se uma lima k #10 até esta sair pelo foramen apical e recuou-
se um milimetro a esta medicdo. A via de permeabilidade foi criada com limas k #10 e
#15.

Posteriormente, os canais foram instrumentados com um sistema de
instrumentacdo mecanizada. Foi utilizado o sistema de instrumentacdo Protaper
Universal seguindo a sequéncia recomendada pelo fabricante (S1, Sx, S1, S2, F1, F2,
F3). Entre cada lima, irrigou-se com hipoclorito de soédio 2,5% com seringas de 5ml e
para finalizar utilizou-se EDTA para remover a smear layer e expor os tubulos

dentinarios.

A superficie externa dos dentes foi pintada com verniz de diferentes cores

consoante o grupo onde se inseria.

Os dentes foram entdo colocados em mangas e esterilizados em autoclave a

134°C durante 50 minutos.

Ao longo do protocolo, foram excluidos 25 dentes da amostra inicial por nao
cumprirem requisitos necessarios para a realizacdo do mesmo: dentes cuja juncéo
amelocementaria se encontrava a menos de 15 mm do apex e dentes onde nao se

conseguiu obter uma via de permeabilidade, ficando uma amostra de 56 dentes.
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Constituicdo dos grupos teste e dos grupos controlo

Os 56 dentes foram divididos por quatro grupos teste (n=40) e por quatro grupos
controlo por cada grupo teste (n=16). Cada grupo era constituido por 10 dentes e cada

grupo controlo por 4 dentes.

Cada grupo teste testava um método de desinfecao diferente: no grupo 1 (n=10)
testou-se a capacidade de desinfecdo do hipoclorito de sodio a 5%; no grupo 2 (n=10)
testou-se a capacidade de desinfecdo do hipoclorito de sodio a 2,5%; no grupo 3 (n=10)
testou-se a capacidade de desinfecdo do hipoclorito de sodio a 5% coadjuvado com a
PDT; no grupo 4 (n=10) testou-se a capacidade de desinfecdo do hipoclorito de sddio a

2,5% coadjuvado com a PDT.

De modo a verificarmos as condigdes do ensaio por cada grupo teste, realizou-se
um grupo controlo, cada um constituido por 4 dentes: trés inoculados com a estirpe
referéncia e um com meio de cultura estéril (Brain Heart Infusion broth (Scharlau)). O
controlo 1 (n=1) colocou em teste as condi¢Ges de incubagéo, ou seja, se a estirpe
inoculada se mantinha vidvel ao longo das 48 h de incubacéo; o controlo 2 (n=1) testou
se o tiossulfato de sodio ndo tinha accdo letal sobre a estirpe controlo; no controlo 3
(n=1) testou-se a capacidade inibitdria do tiossulfato de sédio sobre o hipoclorito de
sodio; no controlo 4 (n=1) testou-se se a esterilidade do meio de inoculacdo (BHIb) e as
condigGes de manipulacéo.

Tabela 1: Grupos Teste

Grupos Teste
Grupo 1 | Hipoclorito de sodio 5%

Grupo 2 | Hipoclorito de sodio 2,5%
Grupo 3 | Hipoclorito de sédio 5% e PDT
Grupo 4 | Hipoclorito de sédio 2,5% e PDT

Tabela 2: Grupos Controlo

Grupo controlo

Controlo 1 | Inoculado

Controlo 2 | Inoculado irrigou-se com Tiossulfato de sédio

Controlo 3 | Inoculado irrigou-se com mistura de Tiossulfato de sodio e Hipoclorito de
sodio

Controlo 4 | Meio estéril
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Preparacdo da estirpe referéncia

Para a realizacdo dos ensaios de infeccdo utilizou-se como microrganismo

infectante a estirpe referéncia de Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

A estirpe de E. faecalis em estudo foi inoculada em agar columbia suplementado
com 5 % de sangue de carneiro (COS) (bioMerieux), sendo posteriormente incubada a
37° C durante 24 h (12 passagem). Apos periodo de incubacédo e confirmagdo da pureza
da cultura através de coloracdo de Gram, isolou-se uma col6nia para nova placa de COS

e incubou-se durante 24 h a 37° C (22 passagem).

Para os protocolos de infeccdo, sé se utilizaram culturas de E. faecalis com duas

passagens prévias em meio de cultura sélido (COS).

Curva de calibracdo

A determinacdo do nuamero de ufc/ml numa amostra de turbidez desconhecida,
pode ser calculado através da elaboragdo de uma curva de calibracdo. Esta curva foi
construida através da relacdo densidade éptica (600 nm) versus nimero de ufc/mi

calculado apds diluicdo de uma suspensao inicial.

A partir de uma cultura de E. faecalis com 24 h de crescimento, procedeu-se a
preparacdo de uma suspensao de turbidez desconhecida em 9 ml de soro fisiolégico a
0,9 %. Seguidamente, transferiu-se 1 ml de soro fisioldgico estéril (branco) e 1 ml da
suspensdo inicial para duas cuvetes de espectrofotometria de forma a proceder a leitura
da densidade optica (d.o. = 600 nm) utilizando o aparelho NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific). Posteriormente, procedeu-se a elaboracéo de diluicdes decimais de base 10
(volume final = 5 ml), até esgotamento do inoculo, de acordo com as leituras de d.o.
previamente efetuadas. Inoculou-se 100 pL das diluices (10 a 107) em meio de
Triptona Soya Agar (TSA) (Liofilchem), a superficie e em duplicado e incubou-se a 37°
C durante 24 h. Finalmente, de forma a registar os valores de d.o. das primeiras trés
diluicBes (10 a 103, transferiu-se 1 ml de soro fisioldgico estéril (branco) e 1 ml das
respectivas dilui¢des para quatro cuvetes e procedeu-se a leitura da sua densidade Optica
(d.o. = 600 nm). Apds periodo de incubacgéo, efetuou-se a contagem de todas as placas
qgue contivessem entre 15 e 150 unidades formadoras de col6nias/ml (ufc/ml). O

protocolo foi repetido trés vezes em trés dias consecutivos.
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O calculo do numero de unidades formadoras e presentes em cada um das

suspensOes iniciais (dia 1, 2 e 3) foi determinado de acordo com a férmula:
ufc/ml = média de numero de colonias x inverso da dilui¢do x factor diluicdo*

*Factor de diluicdo s6 é aplicavel quando o volume inoculado é diferente de 1 ml.

Inoculacéo

Preparou-se uma suspensao de E. faecalis em 5 ml de soro fisioldgico a 0,9%, a
partir de uma cultura com 24 h, e transferiu-se 1 ml de soro fisioldgico estéril (branco) e
1 ml da suspensdo inicial para duas cuvetes de espectrofotometria. Mediu-se a d.o (600
nm) da suspensdo inicial e ajustou-se a sua concentragdo, com BHIb, para 2 x 108
ufc/ml. Seguidamente e de forma a criar um ambiente de atmosfera himida durante o
periodo de incubacdo, transferiu-se 100 uL de agua estéril para microtubos estéreis de
1,5 ml. Em seguida, transferiram-se os dentes teste (n=10) e os dentes controlo (n=4)
para 0s mesmos microtubos. Posteriormente, procedeu-se a inocula¢do do conduto
radicular de cada um dos dentes teste e trés dos dentes controlo (1, 2 e 3) com 10 pL da
suspensdo preparada anteriormente e o controlo 4 com 10 pL de meio de BHIb estéril.
Incubou-se 0s microtubos a 37 °C durante 48 h de forma a permitir a formagdo de um

biofilme maduro.

Desinfecdo com hipoclorito (Grupo 1 e Grupo 2)

A desinfecéo foi feita para o grupo 1 com NaOCI a 5% e para o grupo 2 com
NaOCIl a 2,5%. Em ambos 0s grupos, irrigou-se cada um dos dentes teste com 0,2 ml de
hipoclorito de sodio e deixou-se atuar por 20 s. O procedimento foi repetido por mais

duas vezes.

Posteriormente, irrigou-se cada um dos dentes com 1 ml de tiossulfato de sodio
a 5% e deixou-se atuar durante 1 minuto de modo a inibir a agdo do NaOCI.
Introduziram-se dois cones de papel esterilizados, consecutivamente, no conduto
radicular e transferiu-se os cones e o dente para dois tubos individuais com 3 ml de

meio BHIb. Os tubos foram a incubar a 37° C durante 72 h.
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Desinfecdo com NaOCI e PDT (Grupo 3 e Grupo 4)

A desinfecdo do grupo 3 e do grupo 4 foi feita com NaOCl a 5% e com NaOCl a
2,5%, ambos coadjuvados com PDT, respectivamente. Irrigou-se cada um dos dentes
teste com 0,2 ml de hipoclorito de sodio e deixou-se actuar por 20 s. Este procedimento

foi repetido mais duas vezes.

De seguida, irrigou-se cada um dos dentes com 1 ml de agua destilada de forma
a remover e/ou diminuir a presenga do hipoclorito de sodio. Secou-se o conduto
radicular com cones de papel e irrigou-se com fotossensibilizador (Azul de toluidina
0,1mg/ml) (FotoSan Agent low) até preencher todo o conduto canalar. Introduziu-se a
ponta (endotip) do aparelho de ativacdo fotodinamica (FotoSan 630 (CMSDental)) e
ativou-se o corante (30 s, 2 x). Posteriormente, irrigou-se cada um dos dentes com 1 ml
de &gua estéril e de seguida com 1 ml de tiossulfato de sddio e deixou-se atuar por 1
minuto. Introduziu-se dois cones de papel esterilizados, consecutivamente, no conduto
radicular e transferiu-se os cones e 0 dente para dois tubos individuais com 3 ml de
BHib. Os tubos foram a incubar a 37° C durante 72 h.

Controlos
Apos a desinfecdo, realizaram-se 0s grupos controlo do respetivo grupo teste:

Controlo 1: transferiu-se o dente diretamente para um tubo com 3 ml de BHib;
Controlo 2: irrigou-se o dente do com 1 ml de tiossulfato de sédio a 5 % durante 1
minuto sendo posteriormente transferido para um tubo com 3 ml de BHib;

Controlo 3: misturou-se 1 ml de tiossulfato de sédio a 5% com 0,6 ml hipoclorito de
sodio (5 % ou 2,5 %) num microtubo de 1,5 ml e deixou-se actuar durante 1 minuto.
Esta solucdo foi posteriormente utilizada para irrigar o dente durante 1 minuto, findo o
qual se transferiu o dente para um tubo com 3 ml de BHIb;

Controlo 4: transferiu-se o dente diretamente para um tubo com 3 ml de BHib.

Andlise de eficcia da desinfecdo experimental

Avaliou-se e registou-se as alteracdes na turbidez do meio as 24, 48 e 72 h.

No fim das 72 h, inoculou-se o contelido de todos os tubos com crescimento em

meio selectivo e diferencial (Slanetz & Bartley agar (Liofilchem) ) e incubou-se a 37° C
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durante 48 h. No fim, confirmou-se a pureza da cultura através da avaliagdo do

crescimento em SB e através de coloracéo de Gram.

Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi efetuada usando o programa SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences; SPSS Inc, versdo 18, Chicago, USA).

Comparam-se 0s resultados dos diferentes grupos experimentais pelo
cruzamento de varidveis utilizando o teste do qui-quadrado. As diferencas com “p-

value” inferiores a 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
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5. RESULTADOS

Analisaram-se o0s resultados obtidos dentro de cada grupo em funcdo da amostra
utilizada (cones de papel ou dente). Este método comparativo foi utilizado para os

quatro grupos experimentais.

Na tabela 3, podemos observar os resultados do grupo 1 respeitante a desinfecéo
dos dentes com NaOCI a 5%. Neste grupo pudemos encontrar 9 dentes e 1 cone com
crescimento e 1 dente e 9 cones sem crescimento. Observou-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre cones e dentes (p=0,000) com crescimento, tendo-se
calculado valores percentuais de crescimento de 10% para os cones e de 90% para 0s
dentes.

Tabela 3: Resultados numéricos da desinfecdo experimental por Amostra do Grupo 1.

Gruoo 1 Amostra Crescimento ~ Crescimento Crescimento Sem
P 24h 48h 72h crescimento

dentes 9 90% 9 90% 9 90% 1 10%
NaOCl

5% cones 1 10% 1 10% 1 10% 9 | 90%

Nos resultados do grupo 2 (tabela 4) observamos um aumento do nimero de
cones contaminados apos as 48 h de 5 cones para 6 cones. Assim, estes resultados
mostram um crescimento positivo em 10 dentes (100%) e em 6 cones (60%), com

diferencas estatisticamente significativas (p=0,025).

Tabela 4: Resultados niméricos da desinfecdo experimental por Amostra do Grupo 2.

Crescimento  Crescimento ~ Crescimento Sem
24h 48h 72h crescimento

Grupo2  Amostra

dentes | 10 | 100% 10 | 100% 10 [100%| O 0%
NaOCI

2,5%

cones 5 50% 6 60% 6 60% 4 40%

Na analise dos resultados do grupo 3 (tabela 5), observam-se 8 dentes (80%) e 1
cones (10%) com crescimento desde as 24 h com diferencas estatisticamente
significativas (p=0,002).
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Tabela 5: Resultados numéricos da desinfecéo experimental por Amostra do Grupo 3.

Crescimento Crescimento  Crescimento Sem
24h 48h 72h crescimento

NaOCl 5% | dentes 8 80% 8 80% 8 80% 2 20%

Grupo 3 | Amostra

+PDT cones 1 10% 1 10% 1 10% | 9 | 90%

No grupo 4 (tabela 6), observa-se um crescimento em 10 dentes (100%) e em 3

cones (30%) com diferencas estatisticamente significativas (p=0,001).

Tabela 6: Resultados numéricos da desinfecédo experimental por Amostra do Grupo 4.

Gruno 4 Amostra Crescimento Crescimento ~ Crescimento SN

P 24h 48h 72h crescimento
NaOCI dentes 10 100% 10 [100%| 10 | 100% 0 0%
2,5% +

bDT | cones | 3 | 30% | 3 |30% | 3 | 30% | 7 | 70%

Os resultados foram também comparados entre grupos de modo a observarmos

as diferencas do crescimento nos cones ou nos dentes de diferentes grupos.

Ao comparar as amostras de cones entre grupos em funcdo do crescimento
(gréfico 1) observamos um nimero de cones com crescimento de igual valor nos grupos
1 e 3 (10%). O grupo 2 e 4 apresentam um crescimento em 6 e 4 cones, respetivamente.
Entre os quatro grupos pudemos encontrar diferencas estatisticamente significativas
(p=0,038).

Desintecio dos Cones
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B Cregcimento 72h ™ Sem crescimento

Grafico 1: Comparagdo entre grupos da amostra de cones com crescimento e sem crescimento as 72h de
incubacéo.
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Quando comparamos as amostras de dentes entre grupos em fungdo do

crescimento (Gréfico 2) verificamos um crescimento méximo no total de 10 dentes nos
grupos 2 e 4 (100%), um crescimento em 1 dente (10%) no grupo 1 e 2 dentes (20%) no

grupo 3, ndo apresentando, contudo, diferencas significativas (p=0,265) entre si.

Desinfec¢io dos Dentes
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dentes dentes dentes dentes
NaOCl5% NaOCl2.5% NaOCl5%+PDT NaOCl2.5%+PDT

B Cregcimento 72h MW Sem crescimento

Grafico 2: Comparagao entre grupos da amostra de dentes com crescimente e sem crescimento as 72h de

incubacéo.

Ao comparar o0 crescimento na amostra de cones ao fim de 24 h, 48 h e 72 h,

observa-se que os resultados sdo iguais independentemente das horas no grupo 1, 3 e 4.

No grupo 2, observa-se um aumento de cones com crescimento das 24 h para as 48 h.

O WwhLi G -1 o

Cones com crescunento as 24h, 48he 72h
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cones cones cones cones

24h m48h m72h

Grafico 3: Comparacao entre grupos da amostra de cones com crescimento as 24, 48 e 72h incubagéo.

Na amostra de dentes ao fim de 24 h, 48 h e 72 h, observa-se que os resultados

ndo se alteram entre grupos.

20



Dentes com crescimento as 24h, 48he 72h

100%100%100% 100%100%100%

10 90% 90% 90%

9 S0% 80% 80%

S

7

)

5

4

3

2

1

0

dentes dentes dentes dentes
NaQCl 5% NaOCl12.5% NaQOCl 5% +PDT NaOCl12.5% + PDT

H24h m48h m72h

Grafico 4: Comparacao entre grupos da amostra de dentes com crescimento as 24, 48 e 72h de incubagéo.
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6. DISCUSSAO

A alta taxa de insucesso do tratamento endodoéntico deve-se a re-infec¢do do
canal radicular ou a inadequada eliminacdo da infecdo priméaria. Segundo o estudo de
Sjogren (1997) citado na FotoSanNewsletter (2011), a taxa de sucesso de dentes
corretamente desinfetados € de 94% por outro lado, dentes cuja desinfecdo nédo foi
suficiente apresentam uma taxa de sucesso de 68%. Deste modo, € certo afirmar que o

insucesso do tratamento esta relacionado com o insucesso da desinfe¢éo.

Os irrigantes convencionais, como o NaOCI, ndo sdo totalmente eficazes na
eliminacdo bacteriana a ndo ser utilizando quantidades abundantes, e mesmo assim, é
reportado uma quantidade significativa de canais que ainda contém bactérias cultivadas

apos o tratamento. (Bonsor et al., 2006)

Atualmente, tém surgido novos métodos para melhorar a taxa de sucesso do
tratamento endodéntico, a PDT tem sido estudada como um coadjuvante valido ao

tratamento convencional na eliminacdo dos microrganismos. (FotoSanNewsletter, 2011)

Este estudo foi realizado no intuito de avaliar a eficAcia da PDT como
complemento da terapia convencional avaliando o seu efeito em duas concentragdes de
NaOCl, 5% e 2,5%.

Para criar um habitat para o crescimento bacteriano ap6s inoculagdo, foram
instrumentados dentes monorradiculares. Durante o protocolo de preparacdo dos dentes,
a smear layer foi removida com EDTA, de modo a facilitar a penetracdo da bactéria
durante a inoculacdo. (Fonseca et al., 2008) O EDTA é um agente quelante com a
propriedade de dissolver tecido orgénico de particulas de dentina prevenindo a sua
acumulacdo nas paredes do canal ou removendo-a apds formada. (Poggio et al., 2011) A
presenca de smear layer nas paredes dos canais bloqueia a penetracéo de irrigantes para
0s tubulos dentinarios. (Fonseca et al., 2008)

A E. faecalis foi escolhida para a inoculagdo por ser uma bactéria comumente
encontrada em infecdes endodonticas persistentes. (Stuart et al., 2006) Esta bactéria tem
sido utilizada com sucesso como marcador microbioldgico valido para estudos in vitro
porque tem a capacidade de colonizar com sucesso o canal dentario, formar um
biofilme, invadir os tdbulos dentinarios e resistir a alguns procedimentos do tratamento

endodéntico. (Souza et al., 2010)
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Neste estudo, para assegurar a inoculacdo da mesma quantidade de E. faecalis
em cada dente ajustou-se a suspensdo uma concentracdo de pré-inoculo, observada no

espectrofotometro, diluindo-a até a concentragéo pretendida (2x108 ufc/ml).

Apds a inoculacdo dos canais radiculares, os dentes foram incubados durante
48h a 37° C com o objetivo de formar um biofilme nas paredes dos canais, mimetizando
a infecdo endodontica. As bactérias que persistem em biofilme apresentam
caracteristicas que diferem de microrganismos isolados, incluindo uma maior resisténcia
a agentes antimicrobianos. (Stojicic et al., 2013) Na cavidade oral, as bactérias livres na
saliva (organismos plancténicos) servem como fonte primaria para formar uma estrutura
organizada formada por camadas de bactérias. Comunidades microbianas organizadas
em biofilmes sdo extremamente dificeis de erradicar com agentes microbianos e
tornando-se resistentes. (Mohammadi, 2008) A eliminacdo de células bacterianas
organizadas em biofilmes é 1000 vezes mais dificil que na sua forma plancténica. (Zand
etal., 2012)

O NaOCI tem sido recomendado como o irrigante de eleicdo pelas suas
propriedades fisico-quimicas e pela acdo antibacteriana; é eficaz na eliminacdo de
residuos dos canais dentarios, dissolve matéria organica e tem um amplo espectro de
atividade antimicrobiana. (Gernhard et al., 2004, Poggio et al., 2011) As solucdes de
NaOCIl podem ser utilizadas em concentragdes entre 0,5% a 5,25%. Estudos tém
demostrado que a concentracdo de 5,25% € a mais eficaz na eliminacdo dos
microrganismos, porem elevadas concentragdes acatam com um maior risco de
toxicidade. (Mohammadi, 2008) Atualmente, ndo existe consenso na escolha da
concentracdo de NaOCI a ser utilizada em endodontia. O NaOCI € extremamente toxico
em elevadas concentracfes e tende a induzir irritacdo dos tecidos por contacto.
(Mohammadi, 2008)

De acordo com estes dados, 0 nosso estudo consistiu na utilizagdo de NaOCI a
5%, por ser o mais eficaz na atividade antimicrobiana e o mais utilizado na pratica
clinica, e o NaOCI 2,5%, por manter eficacia antimicrobiana, apesar de em menor
quantidades, e por ser utilizado na pratica clinica no ambito de diminuir a probabilidade
de toxicidade. De modo a aproximar o que é feito na cavidade oral, estabeleceu-se que,
para o NaOCI, seriam feitas trés aplicagcdes, com um volume de 20 pl por cada dente e
que seria deixado a atuar dentro do canal durante 20 segundos. A acdo do NaOCI foi
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posteriormente inibida com uma solucdo de tiossulfato de sodio a 5% durante 1minuto

para evitar qualquer agéo residual.

Diversos estudos indicam que a PDT mostra eficicia antibacteriana quando
utilizada isoladamente. (Bumb et al., 2014; Fonseca et al., 2008; Nunes et al., 2011;
Xhevdet et al., 2014; Yildirim et al., 2013) No entanto, no presente estudo a PDT foi
utilizada apos a desinfecdo convencional, que é o principal propdsito da sua utilizacéo,
como coadjuvante do tratamento endodontico e ndo como alternativa. (Bergmans et al.,
2008)

Existem varias variaveis a ter em conta no desenvolvimento de um protocolo
com PDT, incluindo a fonte de luz, o fotossensibilizador e as técnicas de aplicacao de
luz. (Arneiro et al., 2014) A PDT baseia-se na neutralizagdo de um fotossensibilizador,
como o azul de toluidina O (TBO), que se liga a membrana bacteriana onde é ativado
por uma fonte de luz a um comprimento de onda especifico. (Poggio et al., 2011) Os
componentes da PDT ndo sdo toxicos de maneira que representam um tratamento
seguro que n&o resulta em nenhuma alteracdo ou dano excessivo do tecido vizinho

guando a luz é de baixa intensidade. (Xhevdet et al., 2014)

Neste estudo foi utilizado o FotoSan 630 (CMS Dental). O FotoSan é um dos
mais recentes dispositivos de PDT introduzidos na endodontia. (Poggio et al., 2011) O
fotossensibilizador utilizado neste aparelho é o TBO e a luz ¢ LED num comprimento
de onda entre os 620-640nm. Para a distribuicdo de luz € introduzida uma ponta conica
de didmetro 0,5mm no interior do canal, em toda a sua extensdao. A ponta pré-fabricada
ndo difere das fibras Oticas relatadas noutros estudos, permitindo a emissao de luz em
direcdes horizontais e verticais. (Nunes et al., 2011; Xhevdet et al., 2014)

O fotossensibilizador absorve a energia luminosa libertando-a para transformar
oxigénio em espécies reactivas de oxigénio (ROS). (FotoSanNewsletter, 2011) As ROS
sdo radicais livres de oxigénio que destroem a membrana bacteriana e causam
rapidamente a morte dos microrganismos. (Xhevdet et al., 2014) Cada
fotossensibilizador reage num comprimento de onda especifico ou seja, um tipo de
fotossensibilizador trabalha com uma luz especifica. (FotoSanNewsletter, 2011) O
espectro de absor¢do do TBO é 630nm. O TBO é um composto corante do grupo das
fenotiazinas considerado um eficaz agente fotossensibilizador na inativacdo de

organismos patogénicos. (Vaziri et al., 2012) Este fotossensibilizador tem elevada
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afinidade para fosfonatos, lipidos e proteinas da membrana de modo que, a membrana

bacteriana é alvo da fotodestruicdo mediada pelo TBO. (Zand et al., 2012)

O FotoSan é caracterizado pela vibragdo da ponta. As ROS sdo extremamente
reactivas, o que significa que tem um tempo de vida ultra-curto (nanosegundos). Isto
siginifca que as ROS apenas podem matar bactérias proximas ao local onde se formam.
Na prética, o fotossensibilizador deve estar ligado aos microrganismos. A razdo da
vibracdo na ponta é criar micro flutuacbes do fluido no canal e assim aumentar a
probabilidade da molécula de TBO contactar com o0 microrganismo.
(FotoSanNewsletter, 2011)

Neste estudo, para o protocolo de utilizacdo da PDT seguiram-se as indicacgdes
do fabricante.

De modo a verificar a eficacia dos diferentes procedimentos de desinfecéo,
utilizaram-se métodos de cultura bacterioldgica. Procedeu-se a colocacdo dos dentes e

dos cones de papel em respectivos tubos de ensaio com 5 ml de BHib estéril.

A utilizacdo de cones de papel esterilizados foi utilizada para transferir o
conteddo do interior do canal apos a irrigacdo. Este método tem como vantagem poder
ser utilizado tanto in vitro como in vivo. Como desvantagem, s6 0S microrganismos que
se encontram no canal principal podem ser retirados, ndo removendo 0s que estdo no
interior de ramificacOes apicais,canais acessorios e anastmoses. Deste modo, trata-se de
uma amostra do canal principal e ndo do real sistema de canais, com as suas
irregularidades, istmos, delta apicais e canais acessorios. Por outro lado, ao remover o
cone de papel apenas uma parte das bactérias remanescentes terdo sido desprendidas,
assim, para minimizar esse risco procedemos a recolha de 2 cones de papel por cada

dente.

A recolha do préprio dente teve como objetivo tentar corrigir as falhas da
recolha de cones. Conseguindo por isso um dado mais real do estado de desinfecdo do
dente e a0 mesmo tempo conseguindo comparar 0s dados das amostras de cones de
papel.

A turbidez o6tica do meio BHib foi o indicador da presenca bacteriana ao fim de
24 h, 48 h e 72 h de incubacéo.
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Posteriormente, a pureza das amostras foi confirmada com analise macroscépica
e microscopia das colonias através do cultivo em meio Slanetz & Bartley e através do
método de coloragdo Gram.

Realizaram-se 4 grupos controlo: os controlos 1, 2, e 3 sdo controlos positivos
que nos garantem a viabilidade da bactéria utilizada (controlo 1) e a eficécia (controlo
3) e auséncia de toxicidade da solucéo inibidora (controlo 2); o controlo 4 é um controlo
negativo por mostra a auséncia de contaminagéo durante os procedimentos realizados.
Todos os tubos correspondentes aos controlos positivos apresentaram uma turbidez ao
fim de 72 h, assim como o tubo correspondente ao controlo negativo se manteve sem

crescimento no intervalo de 72 h.

No grupo 1, utilizamos para a desinfecdo o NaOCl a 5% no qual pudemos
observar um crescimento de 90% na amostra de dentes e de 10% na amostra de cones.
O NaOCI a 5% tem uma elevada eficacia na eliminacdo de E.faecalis, porém, a
completa eliminacdo depende ndo s6 da concentragdo utilizada como também da
duracdo em que é aplicado. No nosso estudo aplicamos o irrigante 3x 20 segundos, num
total de 60 segundos, aproximando o que é realizado na prética clinica. Retamozo et al.
(2010), demostra que para uma completa erradicacdo da E. faecalis, num biofilme de 4
semanas, com uma concentracdo de 5,25% é necessario 40 minutos. Esta afirmacédo
pode explicar porque nao foi conseguido uma completa desinfecdo, no entanto é
necessario ter em consideracdo que os 40 minutos dizem respeito a uma cultura de 4

semanas e no nosso estudo utilizamos uma cultura de 48 h.

O fato dos dentes apresentarem uma contaminagdo mais elevada (90%) que os
cones pode ser explicado pelo reduzido alcance do NaOCI nos tubulos dentinérios.
Wong et al. (2014), verificou que a capacidade de penetracdo do NaOCI melhora com o
aumento da concentracao, no entanto, a completa erradicacdo das bactérias dos tubulos
dentinarios é dificilmente conseguida apenas com irrigacdo de NaOCIl com agulha e
seringa. Mais que outras bacteérias, a E. faecalis consegue penetrar até >500um. (Wong
etal., 2014)

No grupo 2 foi estudado a eficicia de uma solucdo de NaOCI a 2,5%. Nesta
concentragcdo obtivemos valores mais elevados de contaminagdo, 100% de dentes e
60% de cones contaminados. Estudos relatados na revisdo de Mohammadi (2008),
defendem a eficacia do NaOCI 2,5% na eliminacdo da E.faecalis porém, diferentes
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concentragcdes implicam diferentes tempos de acdo. Retamozo et al. (2010), demostra
que para uma completa erradicacdo da E. faecalis, num biofilme de 4 semanas, com

uma concentracdo de 2,5% é necessario mais de 40 minutos.

Apds testarmos as diferentes concentracdes de NaOCI, recorremos a PDT como

coadjuvante para verificar se haveria uma melhor eficacia que com o NaOCI isolado.

No grupo 3, testamos a concentragdo de NaOCIl 5% utilizando posteriormente o
aparelho FotoSan 630. Os valores obtidos neste grupo foram 80% de crescimento nos
dentes e 10% nos cones. A maioria dos estudos relatam que a PDT isolado possuir um
efeito antimicrobiano (Bergmans et al., 2008; Bumb et al., 2014; Fonseca et al., 2008;
Xhevdet et al., 2014; Yildirim et al., 2013), porém foi verificado que tem uma menor
capacidade antimicrobiana que o NaOCI 5%. (Poggio et al., 2011) Souza et al. (2010),
mostra que a PDT utilizando fotossensibilizadores, como o TOB, ndo apresentam
efeitos significativos como coadjuvantes da preparacdo quimico-mecanica. Apenas
observando os valores obtidos isoladamente ndo é possivel distinguir se este efeito se
deve ao NaOCl ou a PDT. Posteriormente, na discussdo iremos comparar estes dados.

O grupo 4 foi criado no intuido de verifica se 0 NaOCI a 2,5% coadjuvado com
PDT atingiria uma maior eficacia. Caso o efeito deste tipo de desinfecdo atingisse
valores maiores ou iguais ao NaOCIl 5%, tornar-se-ia uma boa alternativa para
minimizar os efeitos de toxicidade, por diminuir a concentracdo, do NaOCl no
tratamento endodéntico. Neste grupo houve um crescimento em 30% dos cones e 100%

dos dentes. Estes valores sdo comparados mais a frentes na discussao.

Ao analisarmos os resultados da desinfecdo experimental, verificamos que na
desinfecdo de cada grupo existe uma tendéncia para 0s cones apresentarem uma melhor
desinfecdo que a amostras dos dentes. Estas diferencas entre as amostras de cones e
dentes mostraram-se estatisticamente significativas (p<0,05) independentemente do

método de desinfecdo em causa.

Comparando as amostras de dentes entre cada grupo, verificamos que néo

existem diferencas estatisticamente significativas. (p>0,05).

Durante o protocolo de inoculacdo, foram colocados 100 pL de agua estéril nos
microtubos para manter uma atmosfera humida e evitar a desidratacdo da E.faecalis.
Posteriormente, foram colocados os dentes e feita a inoculacdo via canalar. Sabendo

que, a maioria dos dentes se mantinha em contacto directo com a agua e tendo em conta
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os resultados obtidos, surge a hipotese que durante a inoculacdo terd havido
extravasamento de inoculo para a dgua esterilizada e desta para a superficie externa do
dente. Deste modo, os resultados obtidos atraves das amostras de dentes pode néo ser

viavel.

Porém, no grupo 1 (NaOCI 5%) e no grupo 2 (NaOCIl 5% + PDT) observamos
uma auséncia de crescimento em 1 e 2 dentes, respetivamente. Este resultado pode ser
explicado pela maior eficicia antimicrobiana do NaOCl a 5% e pelo aumento da
eficacia do NaOCI quando coadjuvado com PDT verificado noutros estudos. (Bonsor et
al., 2006; Poggio et al., 2011; Vaziri et al., 2012). Por outro lado, alguns dos dentes
quando colocados nos microtubulos ficaram aquém da agua, de forma que estes dentes
possam nao ter sido contaminados exteriormente. No entanto, este dados, como relatado

anteriormente, ndo sao estatisticamente significativos (p>0,05).

Ao contrario da andlise comparativa dos dentes, as amostras de cones

apresentam diferencas estatisticamente significativas. (p<0,05)

Como observado nos grupos 1 e 2 e descrito na literatura (Zehnder, 2006), uma

maior concentracdo de NaOCI apresenta uma maior eficacia antimicrobiana.

Neste estudo, observamos um menor crescimento nos grupos que utilizaram uma
concentracdo de NaOCI 5% (grupo 1 e 3). Podemos verificar que o uso de PDT como
complemento ao NaOCI 5% ndo apresenta melhoria na eficacia do NaOCI 5% como
indicado noutros estudos. (Seal et al., 2002; Souza et al., 2010) Contrariamente ao
nosso estudo, Poggio et al. (2011) mostra um maior resultado antibacteriano é
conseguido com a utilizacdo de NaOCI coadjuvado com o Fotosan, concluido que o
Fotosan é considerado um dispositivo ideal no fim do tratamento dos canais melhorando
os resultados de solucdes irrigadores convencionais. Poggio et al. (2011), mostra que 0
FotoSan utilizado por mais tempo que o recomendado pelo fabricante (90vs30) conduz
a uma, significativa, maior reducdo bacteriana. No nosso estudo utilizamos a aplicagédo
de luz durante 60 segundos (2 x 30 segundos), o recomendado pela marca (CMS
Dental) para tratamento endodontico, menos que no estudo de Poggio et al. (2011) o

que pode explicar a diferenca de resultados.

Por outro lado, os grupos com NaOCI 2,5% (grupo 2 e 4) apresentam diferencas.

O grupo do NaOCI 2,5% apresenta uma maior contaminacgédo que o grupo NaOCL 2,5%
com PDT, 6 e 3 cones contaminados, respetivamente. A diferenca observada inica que o
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uso de PDT complementa a desinfecdo com NaOCL como relatado em diversos
estudos. (Bonsor et al., 2006; Oliveira et al., 2014;Poggio et al., 2011). Quando
comparamos a eficacia do NaOCI 5% com o NaOCI 2,5% com PDT observamos que
apesar da eficacia do NaOCI 2,5% melhorar, ndo chega para se equiparar ao efeito
antimicrobiano do NaOCI 5%. Poggio et al. (2011), refere que a eficacia do NaOCl a
5% é maior que a eficicia da PDT. Sendo estes dados, a eficicia do NaOCI 2,5% e da

PDT somadas séo inferiores a eficacia do NaOCI 5%.

O crescimento foi verificado apds 24 h, 48 h e 72 h de incubacdo. Na amostra de
dentes, o crescimento observado as 24 h foi igual ao observado as 72 h em todos 0s
grupos. No grupo 1, 2 e 3, o crescimento na amostra de cones € igual entre as 24 h e as
72 h. No grupo de NaOCI 2,5% observa-se um aumento de 5 para 6 cones entre as 24 h
e as 72 h. Verificou-se que o NaOCI a 2,5% podera ter reduzido o nimero de bactérias
no interior do canal porém, ndo o eliminou por completo. Acredita-se que as bactérias
em pequeno nimero ndo foram capaz de criar turvacdo no meio ao fim de 24 h e apenas

com o seu crescimento foi possivel verificar a contaminag&o as 48h.

Visto ainda permanecerem bactérias nos canais é necessario melhorar e

aprimorar os parametros do PDT.

A eliminacdo incompleta das bactérias ap6s a PDT pode ser devido a uma baixa
concentracdo de oxigénio disponivel no interior do canal, especialmente nos tubulos

dentinarios e irregularidades do canal.

Por sua vez, o aumento da concentracdo do fotossensibilizador e o aumento da
intensidade e tempo de exposicdo da luz sdo paramentros que poderdo aumentar a
eficacia da PDT. (Fimple et al., 2008; Poggio et al., 2011)

Outro parametro a definir seria o tempo entre a aplicacdo do fotossensibilizador
e a sua ativacdo de modo que as moléculas do fotossensibilizador alcancassem o0s

microrganismos alvo.

No nosso protocolo, utilizou-se o irrigante anteriormente a PDT. A agua
destilada foi o componente utilizado para a remocdo do fotossensibilizador do canal de
modo a ndo aumentar o nimero de aplica¢cbes do NaOCI comparativamente aos outros
grupos. Apesar de ainda permaneceram bactérias no interior dos canais, o sua populacéo
foi reduzida de modo que a utilizacdo do NaOCI apo6s a PDT € sugerida para futuros

estudos.
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7. CONCLUSAO

A utilizacdo de uma solucao irrigante de NaOCI a 5% combinada com a terapia
fotodindmica em canais infectados com Enteroccocus faecalis tem uma capacidade

bactericida equivalente a irrigacdo convencional apenas com NaOCI a 5%
O NaOCl a 5% obteve uma desinfecdo em 90%
O NaOCl a 2,5% obteve uma desinfecdo em 10%
O NaOCl a 5% coadjuvado com PDT obteve uma desinfecdo em 90%
O NaOCl a 2,5% coadjuvado com PDT obteve uma desinfe¢cdo em 30%

O NaOCl a 2,5% coadjuvado com PDT tem uma eficécia inferior ao NaOCI a
5%.

Assim, conclui-se que os diferentes meétodos resultaram em diferencas

estatisticamente significativas.

Visto que a PDT é uma terapia ndo toxica para os tecidos, a sua coadjuvacao
com concentracdes baixas de NaOCI foi estudada como alternativa as elevadas
concentracdes de NaOCI. Porém, a sua eficacia mantem-se inferior a do NaOCl a 5%
utlizado isoladamente. O NaOCI a 5% continua a ser o método mais eficaz equiparando-
se ao seu uso com PDT.

A PDT apresenta-se como um método com elevado potencial em melhorar a
desinfecdo intracanalar. No entanto, paramentros devem ser estudados e aprimorados de

maneira a aumentar a sua eficacia.
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ANEXO I- Introducéo

Scheme 1. Saponification reaction.
@] 0]
Il Il
R-C-0O-R + NaOH ¢« R-C-0-Na + R-0OH
Fatty acid Sodum Soap Glycerol
hydroxide

Scheme 2. Amino acid neutralization reaction.

H (@] H @]
| i | i
R-C-0-C + NaOH &« R-C-0-C + H,0O
I I
NH, OH NH, ONa
Amino actd Sodium Salt Water
hydroxide

Scheme 3. Chloramination reaction.

H (@] Cl (@]
| i | i
R-C-0-C + HOCl &« R-C-0-C + H,0
| |
NH, OH NH, OH
Amino acid Hypochlorous Chloramine Water
acid

Figura I-1: Reacdes do NaOCI (Estrela et al., 2000)
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Figura 1-2: Mecanismos fotoquimicos da PDT (Kharkwal et al., 2011)



ANEXO Il — Metodologias

Figura I1-1: Contagem de Unidades Formadoras de Colonia
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Gréfico 11-1: Gréfico de regressao da curva de calibragdo.

Figura 11-2: Uniformizacdo da amostra de dentes a 15mm

Figura 11-3: Camara de fluxo laminar



Figura I1-4: Aspeto dos tubos ap6s procedimento de desinfegdo de um grupo

Figura I1-5: Aspeto dos tubos apés 72h: sem turvagédo e com turvagéo

Figura 11-7: Aspeto dos tubos do grupo controlo ap6s 72h de incubagao



Figura 11-8: Aspeto de cultura de E.faecalis em meio Slanetz& Bartley (SB) apés 48h de incubacéo



ANEXO |1l — Analise Estatistica com o Teste Qui-Quadrado

Tabela I11-1: Analise Estatistica das amostras do Grupo 1

Testes qui-quadrado

Significancia Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df Sig. (2 lados) lados) lado)
Qui-quadrado de Pearson 12,8002 1 ,000
Correcdo de continuidade® 9,800 1 ,002
Raz&o de verossimilhanca 14,723 1 ,000
Teste Exato de Fisher ,001 ,001
Associacdo  Linear por
Linear 12,160 1 ,000
N de Casos Validos 20
a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 5,00.
b. Computado apenas para uma tabela 2x2
Tabela I11-2: Analise Estatistica das Amostras do Grupo 2
Testes qui-quadrado
Significancia Sig exata (2 Sig exata (1

Valor df Sig. (2 lados) lados) lado)
Qui-quadrado de Pearson 5,0002 ,025
Correcdo de continuidade® 2,813 ,094
Raz&o de verossimilhanca 6,556 ,010
Teste Exato de Fisher ,087 ,043
Associacdo Linear por Linear 4,750 ,029
N de Casos Validos 20
a. 2 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 2,00.
b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Tabela I11-3: Analise Estatistica das Amostras do Grupo 3
Testes qui-quadrado
Significancia Sig exata (2 Sig exata (1

Valor df Sig. (2 lados) lados) lado)
Qui-quadrado de Pearson 9,899 ,002
Corregéo de continuidade® 7,273 ,007
Razéo de verossimilhanga 11,016 ,001
Teste Exato de Fisher ,005 ,003
Associacdo Linear por Linear 9,404 ,002
N de Casos Validos 20

a. 2 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 4,50.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2




Tabela I11-4: Analise Estatistica das Amostras do Grupo 4

Testes qui-quadrado

Significancia Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df Sig. (2 lados) lados) lado)

Qui-quadrado de Pearson 10,7692 1 ,001

Correcdo de continuidade® 7,912 1 ,005

Razéo de verossimilhanga 13,681 1 ,000

Teste Exato de Fisher ,003 ,002
Associacdo Linear por Linear 10,231 1 ,001

N de Casos Validos 20

a. 2 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 3,50.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Tabela I111-5: Analise Estatistica do Crescimento da Amostra de Cones dos Diferentes Grupos

Testes qui-quadrado

Significancia

Valor df Sig. (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 8,4012 3 ,038
Raz&o de verossimilhanca 8,373 3 ,039
Associacéo Linear por Linear ,024 1 ,876
N de Casos Validos 40

a. 4 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem

minima esperada é 2,75.

Tabela I111-6: Analise Estatistica do Crescimento das Amostras de Dentes dos Diferentes Grupos

Testes qui-quadrado

Significancia

Valor df Sig. (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 3,964 3 ,265
Raz&o de verossimilhanca 4,801 3 ,187
Associacdo Linear por Linear ,070 1 ,791
N de Casos Validos 40

a. 4 células (50,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem

minima esperada é ,75.
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ANEXO IV — Meios de crescimento de Enteroccocus faecalis

Tabela IV: Protocolo para a realizagdo dos meios de crescimento de E.faecalis utilizados no estudo.

Temperatura/
Meio de cultura Procedimento Tempo de

esterilizacéo

Pesar 37 g para 1 | de 4gua destilada.
Homogeneizar e esterilizar. Distribuir em tubo (3 | 121°C/15 min
ml) em condicdes de esterilidade.

Pesar 44,5 g para 1 L de agua destilada estéril em
condigOes assépticas. Aquecer até a ebulicdo e
Slanetz & Bartley distribuir imediatamente em placas (15 ml /
Agar (Liofilchem) placa) em condigdes de esterilidade. N&o
autoclavar. Colocar uma placa em estufa para
confirmar esterilidade do meio.

Pesar 40 g para um litro de agua destilada.
Homogeneizar e aquecer até a ebulicao.
Esterilizar. Distribuir em placa de Petri (15 121°C/15 min
ml/placa). Colocar uma placa na estufa para
confirmar esterilidade do meio.

Pesar 0,9 g de cloreto de sédio (Scharlau) para 1
L de &gua destilada. Homogeneizar e esterilizar.
Distribuir em tubo (10 ml) em condi¢es de
esterilidade

Brain Heart Infusion
broth (Scharlau)

Triptona Soya Agar
(Liofilchem)

Soro fisiolégico 121°C/15 min

Vil



