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RESUMO




Frota MF. Terapia fotodinamica em dentes contaminados com Enterococcus
faecalis utilizando a curcumina como fotossensibilizador [Dissertacdo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

RESUMO

O estudo avaliou a eficacia antibacteriana da terapia fotodindmica (TFD) em
canais radiculares contaminados com Enterococcus faecalis, utilizando o LED
como fonte de luz e a curcumina como agente fotossensibilizador (FS) em
diferentes tempos de irradiagdo. Oitenta raizes de dentes humanos
unirradiculados foram fixados em placas de 24 pocgos. Todos os espécimes
foram submetidos ao preparo biomecanico utilizando o sistema Protaper
Universal® (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) na sequéncia técnica
preconizada pelo fabricante até o instrumento F4, sendo, a seguir, esterilizados
e distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos e sub-grupos (n=10): Gla:
TFD (curcumina com 5 minutos de pré-irradiagdo + 5 minutos de irradiacéo);
Glb: TFD (Curcumina com 5 minutos de pré-irradiacdo + 10 minutos de
irradiagéo); Glla: Curcumina com 5 minutos de pré-irradiagdo + 5 minutos sem
irradiagéo; Gllb: Curcumina 5 minutos + 10 minutos sem irradiagao; Gllla: Soro
fisiolégico + Luz por 5 minutos; Glllb: Soro fisiolégico + luz 10 minutos; Grupos
controle positivo e negativo. As coletas deram-se aos 21 dias da contaminacao,
pos- tratamento e 7 dias pds-tratamento. Os dados obtidos (UFC/mL) foram
submetidos aos testes de ANOVA e Tukey com nivel de significancia de 5%.
Os resultados mostraram redugao bacteriana nos grupos Gla e Glb de forma
significante em relagdo aos demais grupos no poés tratamento e, aos 7dias,
somente em relagdo ao Gllla (P<0,05). A TFD nao foi eficaz na eliminagdo de
E. faecalis dos canais radiculares. O tempo de irradiacdo de 10 minutos foi

irrelevante em relacao ao efeito da TFD.

Palavras-chave: Endodontia; Enterococcus faecalis; Fotoquimioterapia;

curcumina.



ABSTRACT




Frota MF. Photodynamic therapy on teeth contaminated with Enterococcus
faecalis using curcumin as photosensitizer [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

ABSTRACT

The study evaluated the antibacterial efficacy of photodynamic therapy (PDT) in
root canals contaminated with Enterococcus faecalis, using LED as light source
and curcumin as photosensitizer agent (FS) at different irradiation times. Eighty
single-rooted and single-canalled human extracted teeth were selected for this
study that were fixed in 24 well plates and contaminated by suspensions of E.
faecalis for 21 days. All specimens were subjected to biomechanical
preparation using Protaper Universal® (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Switzerland) system following the technique recommended by the manufacturer
to the F4 instrument, and, then, sterilized and randomly divided into the
following groups and sub-groups (n = 10): Gla: PDT (curcumin with 5 minutes of
pre-irradiation time + 5 min of irradiation); Glb: PDT (curcumin with 5 minutes of
pre-irradiation + 10 min irradiation); GIIA: 5 minutes with curcumin pre-
irradiation + 5 minutes without irradiation; GIIB: Curcumin 5 minutes + 10
minutes without irradiation; Gllla: saline + light for 5 minutes; Glllb: saline + light
10 minutes; positive and negative control groups. The collected times of
samples were after 21 days of infection, post-treatment and 7 days after
treatment. The data (CFU mL™") were submitted to ANOVA and Tukey test.
Results showed bacterial reduction only in the group Gla and Glb significantly in
relation to other groups in post-treatment (P <0.05). PDT was not effective in
eliminating E. faecalis from root canals. The irradiation time of 10 minutes did

not improve the effect of PDT.

Key-words: Endodontics, Enterococcus faecalis, photodynamic therapy,
curcumin
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INTRODUGCAO




INTR\ODUCAO

Em casos de necrose pulpar, a finalidade do tratamento endoddntico é
eliminar a contaminagao bacteriana do sistema de canais radiculares e permitir

a reparacao periapical®

. O sucesso deste tratamento depende de uma série de
procedimentos que estdo intimamente relacionados, partindo da fase de
acesso cirurgico o qual permite que o instrumento alcance as paredes do canal
radicular, passando pela fase de sua modelagem e sanificagdo, e culminando
com a obturagdo do mesmo, de modo que promova adequado vedamento do
sistema de canais radiculares™°.

Enquanto o debridamento mecanico, juntamente com a irrigagdo quimica
remove parte do aglomerado bacteriano, a contaminagdo bacteriana residual
permanece em aproximadamente um quarto no sistema de canais radiculares
apos o preparo biomecanico’. E amplamente conhecido que esta contaminagdo
residual em canais radiculares € um dos principais motivos do fracasso do
tratamento  endodontico®.  Problemas operatérios como inadequada
instrumentacdo ou restauracdo inadequada também contribuem para o
insucesso do tratamento endoddntico®™. Além disso, a complexidade anatémica
interna do sistema de canais radiculares torna a completa remogéo bacteriana
praticamente impossivel mesmo quando o preparo biomecanico é realizado
com os mais elevados padrdes técnicos™.

Dentre as bactérias residuais citadas, destacamos o Enterococcus
faecalis. Este representa um importante agente patogénico no insucesso da
terapia endoddntica. Conforme Kayaoglu ?° (2004), além de se organizarem em
biofilme, estes micro-organismos possuem diversos fatores de viruléncia,
como, por exemplo, a produgdo de superoxidos, enzimas liticas, substancias
agregadoras, adesinas de superficie, entre outros. Estes sdo frequentemente
encontrados em reagdes periapicais crbnicas que, apesar de serem gram-
positivos facultativos, fazem parte da microbiota inicial que posteriormente sera

dominada por bactérias gram-negativas>>*.

Segundo Leonardo %

(2008), o preparo biomecanico representa uma
das mais importantes fases da terapia endodéntica, englobando meios

quimicos (solugdes irrigadoras), fisicos (irrigacdo e aspiragdo) e mecanicos
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(instrumentagao). Entretanto, sabemos que por si s6, o preparo biomecanico
nao é capaz de eliminar completamente a contaminagao residual. Assim, o
modo de acdo e eficacia de uma ampla variedade de solugdes irrigadoras
como hipoclorito de sodio, clorexidina, EDTA, peroxido de hidrogénio,

534 assim como diversas técnicas de

halogénios e ozbnio tém sido estudados
irrigagao endoddntica®. Além destas solucdes irrigadoras, novos procedimentos
para otimizar a desinfeccdo do sistema de canais radiculares vém sendo
estudados, dentre eles o uso de LASER de baixa intensidade ou de um diodo
emissor de luz (LED) na terapia fotodinamica®'>*!,

Com a finalidade de otimizar a eliminacao bacteriana, evitando assim as
bacterias residuais, ha uma técnica que vem sendo utilizada, denominada
Terapia Fotodindmica (TFD) originada do termo em inglés Photodynamic
Therapy (PDT). O conceito desta terapia foi introduzido por Oscar Raab, em
1900. Trés anos depois, em 1903, Von Tappeiner e Albert Jesionek avaliaram o
tratamento de carcinomas pela aplicagdo de eosina a 5% em solugdo aquosa
e exposicdo a luz branca ou a luz solar °'.Assim, estes autores sugeriram o
termo Photodynamiche Wirkun (Efeito fotodinamico) a todas as reagdes
fotobiolégicas envolve a aplicacdo da luz sobre um corante ocorrendo a
geracao de radicais livres e consequentemente a morte celular.

A era moderna da terapia fotodindmica inicou-se na década de 60 com
os estudos de Lipson, Olsen apud Ackroyd et al." em 1964, os quais mostraram
haver fluorescéncia em lesdes neoplasicas pela injecado de hematoporfirina,
proporcionando melhor observagao das lesées durante as cirurgias 1 A partir
dai, iniciarem-se diversos estudos para entender a eficacica e os mecanismos
destes processos.

Esta terapia é baseada no uso de uma fonte de luz e de uma substancia
fotossensibilizadora. A fonte de luz utilizada pode ser um LASER (abreviagao
de Light Amplified by Stimulated Emission Radiation) ou um diodo emissor de
luz (LED). A literatura descreve o emprego de diferentes sistemas de LASERS,
com poténcias altas e baixas®®. O LASER é a principal fonte de luz utilizada
para ativar os fotossensibilizadores?' na terapia fotodinamica (TFD).

O LASER comegou a ser utilizado comercialmente em 1960, e suas
diversas indicagdes estimularam a realizacdo de um numero crescente de

estudos. A utilizacdo do LASER e outras fontes de luz nas areas da saude
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baseiam-se em uma grande variedade de fendmenos associados pela
interacéo da luz com tecidos biolégicoss.

Diversos estudos vem sendo realizados utilizando o principio da terapia
fotodindmica aplicada no combate a células tumorais e para inativar micro-
organismos. Basicamente, a terapia fotodindmica envolve o uso de um agente
fotossensibilizador com afinidade por células malignas, fungos ou bactérias, de
uma fonte de luz para excitacdo e a presenca de oxigénio. As moléculas do
fotossensibilizador sao ativadas pela luz e comega um processo de troca de
energia com as moléculas de oxigénio, produzindo oxigénio altamente reativo:
0 oxigénio singleto36. Esta espécie reativa promove oxidacado de forma rapida e
eficaz de quase todos os substratos biolégicos proximos ao seu local de
formacéo.

Em 1976, Weishanpt et al.*® avaliaram que o oxigénio singleto é o
principal agente citotdéxico responsavel pela morte do micro-organismo. Em
resumo, o fotossensibilizador absorve a luz proveniente da fonte emissora de
luz, saindo de seu estado fundamental e alcancando o estado excitado,
emitindo elétrons que reagem com o oxigénio formando as espécies reativas
de oxigénio. O oxigénio singleto altamente reativo inicia uma série de reagdes
oxidativas em um ambiente fechado, como a parede celular bacteriana,
membrana lipidica, enzimas ou acidos nucléicos.

E um processo rapido e seguro de matar células. Na presenca do
oxigénio singleto ou mesmo de outras espécies reativas de oxigénio produzidas
pela excitacdo do fotossensibilizador, promove eficiente redugdo microbiana?’.

Uma importante vantagem desta técnica que deve ser ressaltada € o
fato de poder ser aplicada inumeras vezes, sem qualquer tipo de efeito
colateral. Isto evita reagdes sistémicas a certos tipos de drogas. Em muitos
casos em que é necessario uma acao local e rapido controle de micro-
organismos, a terapia fotodinAmica parece ser bastante adequada. E
finalmente, esta o custo final deste tratamento, pois com o desenvolvimento de
fotossensibilizadores e fontes de luz de baixo custo econbmico, a terapia
fotodinamica passou a ser algo economicamente viavel °'.

Na década de 90, iniciou-se o desenvolvimento dos diodos emissores de
luz (LEDs). Os LEDs funcionam por um processo diferente da emissao de luz

comum. Em um material semicondutor devidamente preparado, a passagem da
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corrente elétrica produz a recombinacdo de elétrons, e nesta recombinacao
ocorre a emissao de luz. Os LEDs sao convenientes de serem utilizados e tém
um tempo util de vida muito longo. O uso do LED como fonte de luz na terapia
fotodinamica tem sido discutido em estudos recentes'® e, quando comparados
aos sistemas de LASERs disponiveis, os LEDs apresentam vantagens como
menor custo, s&o portateis, consomem pouca energia elétrica e ainda possuem
um tempo de vida maior.

Em 2009, Haukvik?' utilizou um LED para realizar a terapia fotodinamica
em biofilmes mono espécies de E. faecalis e Streptococcus intermedius. O
estudo mostrou haver reducdo bacteriana significativa do fotossensibilizador
utilizado associado & luz LED. Um ano depois, Hegge et al. ?* também
avaliaram o efeito do LED como fonte de luz para a terapia fotodindmica em
biofilmes de Escherichia coli utilizando a curcumina como fotossensibilizador. O
estudo mostrou que a terapia fotodindmica com LED reduziu cerca de 81% o
numero de bactérias.

Os fotossensibilizadores sao imprescindiveis quando nos referimos a
terapia fotodindmica. No processo de fotossensibilizacédo, a aplicagdo somente
da luz ou, normalmente, apenas do fotossensibilizador ndo é toxica, uma vez
que o0 oxigénio ndo pode ser excitado diretamente pela luz, tornando o
processo dependente da intermediac&o do fotossensibilizador®. De forma geral,
0Ss mecanismos que promovem a fotoinativagdo dos varios tipos de células
microbianas sao similares. No entanto, a susceptibilidade dos diferentes micro-
organismos a terapia fotodindmica pode variar. As bactérias gram-positivas
como, por exemplo, o E. faecalis, sdo mais susceptiveis a terapia fotodinamica
quando comparadas as bactérias gram-negativas'®. Esse comportamento é
atribuido as diferengas estruturais na parede celular, uma vez que as bactérias
gram-negativas apresentam uma parede celular mais complexa que as
bactérias gram-positivas.

Na selecdo do agente fotossensibilizador, deve ser considerada sua
capacidade de absorver a luz no comprimento de onda utilizado na irradiagao,
seu potencial em produzir espécies reativas e sua seletividade as células
microbianas, de modo que nao haja efeitos deletérios ao tecido adjacente
durante a irradiagé021. Para a realizacdo da terapia fotodindmica

antibacteriana, as concentracdes dos agentes fotossensibilizadores utilizados
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sao consideradas baixas, ndo promovendo efeito citotdoxico ao hospedeiro. Os
agentes fotossensibilizadores podem ser de origem natural ou sintética. A
hematoporfirina foi um dos primeiros fotossensibilizadores naturais a serem
descobertos, no inicio da década de 50. A hematoporfirina foi capaz de
acumular-se em tumores (células displasicas), os quais foram implantados em
ratos e camundongos, e , quando sensibilizada pela luz, promovia a regressao
da doenca ". Com o resultado desses estudos, na década de 60, Lipson obteve
sucesso no tratamento de uma mulher portadora de cancer de mama com a
utilizacdo de hematoporfirina, irradiando a luz seletivamente no tumor,
marcando o inicio da terapia fotodinAmica e dos estudos de diferentes
fotossensibilizadores °'.

Como exemplo de fotossensibilizadores naturais, podemos citar as
hematoporfirinas, que sao derivadas de componentes do sangue, e a
curcumina, derivada de um corante alimentar natural conhecido como curcuma.
Outros corantes, como o azul de metileno e o azul de toluidina, s&o alguns
exemplos de fotossensibilizadores de origem sintética que podem ser utilizados
para a terapia fotodinamica®’.

O local de acao do fotossensibilizador na bactéria pode variar de acordo
com a morfologia da espécie microbiana e com o tempo pré-irradiagdo. Um
agente fotossensibilizador incorporado lentamente ao micro-organismo pode
causar dano na parede celular apos a exposi¢cao de luz, enquanto um tempo
maior de exposicao do agente fotossensibilizador ao micro-organismo (tempo
pré-irradiacado) pode resultar num efeito diferente, como a ruptura de acidos
nucleicos'’. A terapia fotodinamica pode alterar varios sitios e organelas
celulares, dependendo da distribuicdo do fotossensibilizador utilizado. O nivel
de alteragcdo em cada sitio depende da concentracédo do fotossensibilizador, o
qual varia de acordo, também, com a natureza do transporte da membrana e
com o metabolismo celular’®. Upadya, Kishen *2, em 2010, avaliaram, através
da microscopia eletrénica de varredura, a interagao do fotossensibilizador com
a bactéria E. faecalis. Estes mostraram que, em tempos superiores a 5 minutos
de exposigao do micro-organismo ao corante, ja seria suficiente para o mesmo
aglomerar nas paredes bacterianas e invadir o citoplasma bacteriano ligando-

se a organelas como a mitocéndria e acidos nucleicos.
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Em 2008, Rios et al. > avaliaram a terapia fotodindmica com o LED em
canais radiculares contaminados com E. faecalis utilizando como agente
fotossensibilizador o azul de toluidina. O estudo mostrou que a terapia
fotodinamica reduziu em 90% a contaminacdo do canal radicular em
comparagao ao grupo Controle. Este resultado aproximou-se do resultado
apresentado por Fonseca et al. 19 (2008), que utilizaram um laser de baixa
intensidade e o azul de toluidina contra E. faecalis em canais radiculares
contaminados. A reducdo na viabilidade bacteriana foi de 99,9% apds a terapia
fotodinadmica.

A curcumina é um agente fotossensibilizador de origem natural
composto de coloragdo amarelada conseguida por meio da extragao do rizoma
da planta Curcuma longa L (agafrao) e atualmente vem sendo estudada na

terapia fotodinamica para combate de células displasicas 89%>°°

e como agente
antifingico e antibacteriano 2'. Este corante tem mostrado ser atéxico a uma
série de culturas de células, além de mostrar-se bactericida em concentracdes
muito elevadas e, quando submetida a terapia fotodindmica, apresentar
potentes efeitos citotoxicos em concentragdes micromolares. Também
apresenta afinidade por bactérias gram-positivas mostrando maior efetividade
na eliminagdo destas bactérias, quando comparadas as bactérias gram-
negativas*.

Além da escolha da substancia a ser utilizada como agente
fotossensibilizador, outro fator de relevancia para o sucesso da terapia
fotodinamica é a concentracdo do mesmo. Devem ser utilizadas concentracoes
nao toxicas, ou seja, a concentragdo escolhida ndo deve produzir danos ao
tecido alvo sem a ativagao pela luz. As concentragdes utilizadas variam de um
fotossensibilizador para outro, de acordo com as caracteristicas quimicas de
cada composto e de sua toxicidade. As concentracdes tipicas utilizadas na
terapia fotodinamica, independente do fotossensibilizador, sdo da ordem de uyM
ou pg/mL?*°°. A interagdo do agente fotossensibilizador com o micro-organismo
também €& outro ponto critico para o sucesso da terapia, uma vez que, se 0
fotossensibilizador nao estiver interagindo com o micro-organismo, sua
ativacao pela fonte de energia resultara na formagéo de radicais livres sem a
atuacao na bactéria 4748 0 tempo pré-irradiacdo, o qual compreende o tempo

entre a colocagao do agente fotossensibilizador na area de interesse e sua
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ativacdo pela fonte de luz, varia de acordo com a interagcdo desejada. Os
tempos de pré-irradiacao utilizados na terapia fotodinamica antimicrobiana vao
de um a dez minutos™.

Em estudo recente de Dovigo et al. ™ (2011), foi avaliada a agdo da
curcumina como agente fotossensibilizador em diversas concentracdo e um
LED como fonte de luz. O experimento foi realizado em biofilmes de Candida
albicans com tempo pré-irradiagdo de 20 minutos. Os resultados mostraram
haver reducdo de 86% na viabilidade destes fungos apds a terapia
fotodindmica. Estes resultados foram semelhantes aos mostrados por Martins
et al. 3" (2011) e Pinto et al. ¥ (2011) os quais avaliaram a terapia fotodinamica
em biofilmes formados por Staphylococcus aureus e Candida dubliniensis,
respectivamente, utilizando também um LED como fonte de luz. Os resultados
mostraram haver reducdo de 99% na viabilidade bacteriana e de 90% na
viabilidade fungica também utilizando a solugéo de curcumina em concentragao
de 20 uM.

Na Endodontia, ha escassez de trabalhos mostrando a eficacia da
terapia fotodindmica em canais radiculares quando utilizada a curcumina como

agente fotossensibilizador e o LED, como dispositivo emissor de luz.



PROPOSICAO




PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

e Avaliar a atividade antibacteriana promovida pela terapia

fotodinamica com LED em canais radiculares contaminados com
E. faecalis utilizando uma solugcao de curcumina na concentragao
de 20 yM como agente fotossensibilizador;

¢ Avaliar o efeito de 5 e 10 minutos como tempos de irradiagcdo com

um LED na eficacia da terapia fotodinamica.



CAPITULO 1

*Artigo escrito segundo as normas do periddico International Endodontc Journal.
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Terapia fotodindmica em dentes contaminados com Enterococcus faecalis

utilizando a curcumina como fotossensibilizador.

M. F. Da Frota’, J. M. Guerreiro-Tanomaru’, M. Tanomaru-Filho', V. S.
Bagnatoz, F. L. C. Berbert".

1Departamento de Odontologia Restauradora, Faculdade de Odontologia de
Araraquara, Universidade Estadual Paulista; 2Departamento de Otica, Instituto

de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo.
RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito da terapia fotodindmica em canais radiculares
contaminados com Enterococcus faecalis empregando o LED como fonte de
luz e a solugéo de curcumina como fotossensibilizador em diferentes tempos
de irradiacdo. Metodologia: Neste estudo, foram selecionadas 80 raizes de
dentes humanos unirradiculados cujos canais radiculares foram submetidos ao
preparo biomecanico utilizando o sistema rotatério Protaper Universal
(Dentsply-Maillefer). As amostras receberam a contaminagdo de suspensao de
Enterococcus faecalis por 21 dias. A terapia fotodinamica (TFD) foi realizada
com luz LED e a solugao de curcumina como fotossensibilizador (FS). Os
grupos foram os seguintes (n=10): Gla, que recebeu a TFD (Curcumina com 5
minutos de pré-irradiagdo + 5 minutos de irradiagao); Glb, TFD (Curcumina
com 5 minutos de pré-irradiagao + 10 minutos de irradiac&o); Glla (Curcumina
com 5 minutos de pré-irradiacdo + 5 minutos sem irradiacao); Gllb, (Curcumina
com 5 minutos de pré-irradiacdo + 10 minutos de irradiacao); Gllla, recebeu a
adicao de soro fisioldgico e irradiagdo por 5 minutos e Glllb, com soro
fisiolégico e luz por 10 minutos; Grupos controle positivo e negativo. As coletas
deram-se inicialmente aos 21 dias apos o inicio da contaminagao,
imediatamente apos o tratamento das amostras e 7 dias apds o tratamento. As
coletas foram agitadas, diluidas seriadamente e semeadas em placas de petri
com meio Triptic Soy agar sendo, apds 48 horas, submetidas a contagem das
unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC mL™"). Os dados foram
transformados em log10 e submetidos aos testes estatisticos de ANOVA e

comparagao multipla de Tukey, com nivel de significancia de 5%.



25

Resultados: Na coleta imediata pods-tratamento, os grupos Gla e Glb
mostraram haver reducéo bacteriana significativa em relagao aos grupos Gilla,
Gllb, Gllla, GllIb e controle positivo (P<0,05). No pés-tratamento de 7 dias, o
grupo Gla mostrou redugdo bacteriana significativa somente em relagdo ao
grupo Gllla (P<0,05).

Conclusao: A TFD, empregando a luz LED e a solugdo de curcumina como
FS, nao foi eficaz na eliminacdo de Enterococcus faecalis. O efeito do tempo

de irradiacao foi irrelevante na eficacia da TFD para uso endodéntico.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Enterococcus faecalis; LED;

curcumina.

INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endodéntico depende da erradicagdo da
microbiota presente no sistema de canais radiculares. E bem estabelecido que
a completa eliminagao bacteriana seja praticamente impossivel, tendo em vista
a complexa anatomia interna do sistema de canais radiculares (Bystrom et al
1983; Bonsor et al 2006). Até mesmo apds cuidadoso preparo biomecanico,
utilizando solugdes irrigadoras bactericidas, ainda ocorre a presenga de dentina
contaminada (Bahcall et al 2000, Sedgley et al 2004, Siqueira et al 2007).

Em relagdo a contaminagdo residual, devemos destacar o micro-
organismo Enterococcus faecalis. Esta bactéria gram-positiva aerdbia
facultativa corresponde a espécie encontrada com mais frequencia quando
associada aos casos de insucesso do tratamento endodontico (Stuart et al
2006).

Novas técnicas para otimizar a desinfecgdo do sistema de canais
radiculares apds o preparo biomecanico, evitando a reinfecgdo e consequente
insucesso do tratamento endoddntico, tem sido estudadas (Wainwright et al.
1998; Hambling et al. 2004). Estas técnicas baseiam-se no uso de uma fonte

emissora de luz, podendo ser um LASER ou um LED de baixa poténcia, e de
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uma substancia fotossensibilizadora (FS), recebendo o nome de terapia
fotodinamica (TFD) (Wainwright et al 1998). Apesar do LASER ser a fonte de
luz mais utilizada na TFD, o LED vem sendo utilizado com sucesso em
diversos estudos (Giusti et al. 2008, Dovigo et al. 2011, Rios et al. 2011,)
mostrando que também pode ser uma fonte de luz alternativa ao LASER,
apresentando menor consumo de energia elétrica e tempo de vida maior.

A TFD usa a luz em um comprimento especifico de onda, para ativar um
corante (FS), que ndo deve ser toxico, na presenga de oxigénio. A
transferéncia de energia do FS ativado para o oxigénio gera a formacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) como, por exemplo, o oxigénio singleto e
outros radicais livres, os quais podem eliminar os micro-organismos pelo dano

causado em proteinas, membrana celular e organelas (Konopka et al 2007).

Como agente fotossensibilizador, o azul de metileno e o azul de toluidina
sdo comumente utilizados em estudos na Endodontia. Outros corantes podem
ser utilizados, como a curcumina. A curcumina € um agente fotossensibilizador
de origem natural composto de coloragdo amarelada conseguida por meio da
extragdo do rizoma da planta Curcuma longa L (acafrao) e atualmente vem
sendo estudada na terapia fotodindmica para combate de células displasicas
Huang et al, 1988; Dahl et al, 1989; Chai et al, 2005) e como agente antifungico
e antibacteriano (Dovigo et al, 2011). Este corante tem mostrado ser atéxico a
uma série de culturas de células, além de mostrar-se bactericida em
concentracdes muito elevadas e, quando submetida a terapia fotodinamica,
apresentar potentes efeitos citotoxicos em concentragcbes micromolares.
Também apresenta afinidade por bactérias gram-positivas mostrando maior
efetividade na eliminacdo destas bactérias, quando comparadas as bactérias

gram-negativas’

Diversos estudos in vivo (Garcez et al 2008, Bonsor et al 2006) e in vitro
(Soukos et al 2006, Williams et al 2006, Garcez et al 2007, Bargmans et al
2008, Fonseca et al 2008) tem mostrado que a TFD tem potencial em reduzir a

contaminacgao residual do sistema de canais radiculares.
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Em nosso estudo, avaliamos a eficacia da terapia fotodindmica na
eliminacdo de E. faecalis em canais radiculares contaminados aplicando

diferentes tempos de irradiacao.

MATERIAL E METODOS

Selecdo e Padronizacéo dos espécimes utilizados

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Foram utilizados 80
dentes humanos unirradiculados superiores extraidos, doados do banco de
dentes humanos desta faculdade. Foram selecionados dentes com canais
retos, sem obturacdo endoddbntica, sem fratura, reabsor¢cbes internas ou
externas. Apos a selecdo dos espécimes, estes tiveram as coroas seccionadas
por maquina de precisdao de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake BIuff, IL,
EUA), padronizando o comprimento dos mesmos em 15 mm. Todos os dentes
foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos.

O preparo biomecanico foi iniciado pela exploracdo do canal radicular
com uma lima tipo K #10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) até que esta
fosse visualizada no forame apical para, entdo, recuarmos 1 mm obtendo
assim o comprimento real de trabalho (CRT). Os espécimes foram
instrumentados utilizando o sistema rotatério Protaper Universal® (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Suiga) seguindo a sequencia técnica preconizada pelo
fabricante: Sx,S1,S2,F1,F2,F3 e F4. A confecgcdo do batente apical foi
concluida com o instrumento F4, cujo diametro da ponta corresponde a 0,40
mm. A cada troca de instrumento foi realizada a irrigagdo, aspiragao e
inundacdo com hipoclorito de sodio a 2,5% por meio de pontas NaviTip®
(Ultradent, South Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigagdo-aspiragao
Ultradent® (Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada a instrumentagao, o
canal foi inundado com EDTA a 17% (Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil) agitado

por 3 minutos, sendo por fim irrigado com 5 mL de soro fisiolégico. Os dentes
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foram mantidos em soro fisiolégico estéril com trocas diarias durante 5 dias
para remog¢ao de hipoclorito de sédio residual.

Apos este periodo, todos os espécimes foram submetidos ao vedamento
apical com resina composta fotopolimerizavel Opallis® (FGM Produtos
Odontoldgicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e impermeabilizados externamente
com uma camada de adesivo epoxi Araldite® (Brascola Ltda, Taboao da Serra,
SP, Brasil), exceto na regido cervical. Em seguida, os espécimes foram fixados
verticalmente em microplacas de cultura celular por resina acrilica (Apéndice 1,
Figura 1).

As placas de 24-pocos (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) foram
embaladas e submetidas a esterilizagdo por 6xido etileno pela empresa Acecil

(Campinas,SP,Brasil).
Metodologia para formacé&o de biofilme de Enterococcus faecalis

Nos grupos experimentais, a formagédo do biofilme foi realizada apds os
espécimes terem sido fixados e esterilizados como ja descrito anteriormente.
Estes foram inoculados pela aplicacdo da suspensao bacteriana pura de E.
faecalis (ATCC 29212) em meio de cultura TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) até
preencher completamente o canal radicular utilizando seringa descartavel de
0,5mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A cada 48 horas e durante 21
dias, o meio de cultura foi reposto nos espécimes para formacao do biofilme. A
cada reposi¢céo do meio de cultura, foi colocada uma bolinha de algodao estéril
embebida em meio na entrada do canal radicular. Todas as microplacas foram

mantidas fechadas em ambiente microaeréfilo e em estufa a 37° C.
Distribuicdo dos grupos experimentais e sub-grupos.

Os espécimes fixados nas microplacas foram divididos aleatoriamente
em trés grupos (Grupo |, Grupo Il e Grupo Ill) e sub-divididos em outros 2 sub-
grupos [Sub-grupos | (a),l (b), Il (a), Il (b), Il (a) e lli(b)], além dos grupos
Controle positivo e negativo. Em todos os grupos experimentais, os espécimes
foram submetidos ao tempo pré-irradiagcdo de 5 minutos antes do tratamento da

amostra, seguindo as seguintes condi¢gbes experimentais (n=10):
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e Grupo la: Curcumina por 5 minutos (pré-irradiagado) + Luz por 5

minutos;

e Grupo Ib : Curcumina por 5 minutos (pré-irradiagao) + Luz por 10

minutos;

e Grupo lla: Apenas a aplicagao da curcumina por 10 minutos (5

minutos de pré-irradiagao + 5 minutos;

e Grupo llIb: Apenas a aplicagéo da curcumina por 15 minutos (5

minutos de pré-irradiagao + 10 minutos;

e Grupo llla: Soro fisiologico por 5 minutos(pré-irradiacao) + luz por

5 minutos;

e Grupos lllb: Soro fisiolégico por 5 minuto (pré-irradiagédo) + luz por

10 minutos.

Grupos Controle

Foram separados dois grupos controle, um grupo Controle positivo e
outro grupo Controle negativo. No Controle positivo (n=10), os espécimes
receberam apenas a contaminacdo pela suspensdo de E. faecalis. J4 no
Controle negativo (n=10), os espécimes receberam apenas meio de cultura

estéril.

Metodologia de aplicacéo da luz

Uma lima tipo K #40 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga) foi
introduzida até o comprimento de trabalho e realizada a irrigagédo com 5 mL de
soro fisioldgico e posterior aspiragdo do canal radicular. Estes procedimentos

foram realizados para retirarmos o excesso de meio de cultura. Entdo, o canal
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radicular era seco por trés cones de papel absorvente #40 (Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Suica) para receber a solugéo de curcumina.

Com o LED acionado, a fibra ética foi inserida dentro do canal radicular e
realizados movimentos nos sentidos cervico-apicais e apico-cervicais até o
comprimento de trabalho, com frequencia de aproximadamente 10 movimentos
por minuto, pelo mesmo operador. A cada troca de espécime para irradiagao

da luz, a fibra 6tica era descontaminada com alcool 70%.
Coletas e analise microbiolégica

Em todos os grupos foram realizadas trés coletas dos espécimes para
avaliagcado microbiologica. A primeira coleta foi realizada antes do tratamento da
amostra, a segunda coleta imediatamente apos o tratamento da mesma e a
terceira, 7 dias apds a segunda coleta. As coletas foram realizadas utilizando
dois cones de papel absorvente estéril #40 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Suica) apds os canais radiculares terem sido previamente preenchidos com
solucdo salina estéril. Este procedimento foi realizado nas trés coletas. Os
cones utilizados foram transferidos para tubos com 1 mL de solugdo salina
estéril e agitados (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) durante 1
minuto, sendo, posteriormente, realizadas diluigdes decimais seriadas e
semeadas em placas de petri com meio TSa (Difco, Detroit, MI, EUA) em
triplicata. As placas foram incubadas em microaerofilia a 37° C durante 48
horas.

Apds a segunda coleta, os canais radiculares foram preenchidos com
soro fisioldgico e mantidos nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente,
com a finalidade de recuperagdo de bactérias provenientes dos tubulos
dentinarios.

Os resultados foram obtidos por meio da contagem de unidades

formadoras de colénia por mL (UFC mL™).
Fonte emissora de luz, tempo pré-irradiacdo e agente fotossensibilizador.

Para a realizacdo da terapia fotodinamica, foi utilizado como recurso

fotodindmico um diodo emissor de luz (LED) produzido pelo Instituto de Fisica
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de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo (IFSC-USP), o qual foi calibrado
numa poténcia de saida de 100 mW/cm? com comprimento de onda de 450 nm,
correspondendo a luz azul visivel. Com o objetivo de permitir a difusdo da luz
por toda a extensdo do canal radicular, foi acoplada ao dispositivo, uma fibra
otica de 50 mm de comprimento com didametro da ponta de 0,30 mm e
conicidade de 0,02 mm/mm (Apéndice 1, Figura 2).

A fibra otica foi introduzida dentro do canal radicular, com o LED
acionado e sob movimentos helicoidais, tanto no sentido cervico-apical até o
comprimento real de trabalho, como apico-cervical, com uma frequencia de
aproximadamente 10 introdugbes/retiradas por minuto, sendo todos realizados
por um mesmo operador (Apéndice 2, Figura 3)

Como agente fotossensibilizador, foi utilizada a curcumina (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA) em solugao de DMSO (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA) a 10% numa concentragdo de 20 uM e tempo pré-irradiagcao de 5

minutos em todos os espécimes.

Cultura de Enterococcus faecalis

Os procedimentos microbiolégicos foram realizados em ambiente
asséptico, dentro da camara de fluxo laminar. Culturas puras de E. faecalis
foram reativadas em Tryptic Soy Broth — TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 48
horas. As bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar — TSa
(Difco, Detroit, Ml, EUA) e incubadas em microaerofilia a 37°C por 24 horas.
Uma suspensédo bacteriana foi preparada em solugdo fisioldgica esterilizada,
com concentracdo equivalente a 10® bactérias/mililitro. O ajuste da densidade
Optica da suspensao foi realizado em espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus,

Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil) com comprimento de onda de 600 nm.

Analise estatistica

Os dados obtidos da contagem das unidades formadoras de colénias
foram submetidos a transformacao logaritmica de base 10 e analisados por

meio do programa GraphPad Prisme 3.0 (San Diego, CA, EUA). Na
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comparagao entre os grupos experimentais, foram aplicados o teste de ANOVA

e o teste de comparagdes multiplas de Tukey com significancia de 5%.

RESULTADOS

A contaminagcdo das amostras deste estudo foi comprovada com a
coleta inicial de todos os espécimes, 21 dias apos inoculacao, resultando em
contagens de UFC mL" semelhantes em todos os grupos, servindo de
parametro comparativo com o resultado das coletas pds-tratamento e 7 dias

apos esta, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Comparagdo entre grupos em uma mesma coleta: inicial, pos-tratamento e final (média e desvio-padrao de

UFC mL™).
Grupos/Sub-grupos Coleta inicial Coleta pos- Coleta final
tratamento

Gla 6,16 £ 0,452 3,64+0,18° 423+045*°

GIb 5,96 + 0,032 4,34 +0,55° 4,65+043*

Glla 6,30 +0,22°2 5,14+ 1,05° 4,47+0,75°

GIIb 6,06 +0,15° 4,76 + 0,88 b 4,78 +0,18*

Gllla 6,02 +0,10° 4,89+0,78" 501+0,42°

GIIIb 6,00 + 0,092 522+0,47° 4,54 +032°
Controle Positivo 5,98 +0,17° 5,98 +0,17%° 4,60 +0,83°

*Grupo controle positivo repetindo a média e desvio-padrao da coleta inicial, pois ndo houve a coleta pés-tratamento.

ab Letras diferentes em uma Unica coluna representam diferenga estatistica significante pelo teste de Tukey (P<0,05).

Na coleta realizada imediatamente ap6s o tratamento das amostras, o
grupo Gla, cujos espécimes receberam a terapia fotodindmica com 5 minutos
de irradiagdo da luz, apresentou maior redugdo microbiana (P<0,05) quando

comparado aos Grupos Glla (reducdao de 30%) e Gllb (24%), os quais
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receberam apenas a aplicagao da curcumina (5 e 10 minutos respectivamente),
aos grupos Gllla (26%) e Glllb (31%) que receberam a aplicacdo de soro
fisiologico e da luz nos tempos de 5 e 10 minutos, e também ao grupo Controle

positivo.

A coleta final, realizada sete dias apds o tratamento das amostras,
mostrou haver a recontaminagédo do canal radicular, como mostrado na Figura
4. Na comparagao entre coletas de um mesmo grupo em termos percentuais, o
grupo Gla apresentou redugédo significativa entre a coleta inicial e a pos-
tratamento, reduzindo a viabilidade bacteriana em aproximadamente 41%. Ja a

relagdo entra a coleta inicial e final, a redugéo bacteriana foi de 32%.

Ja os outros grupos, ndo mostraram redugdo bacteriana significativa

entre as coletas, mostrada na Tabela 2.

Tabela 2 — Comparag@o entre coletas nas coletas inicial, pos-tratamento ¢ final (média e desvio-padrdo de

UFC mL™).

Coleta Gla GIb Glla GIIb GIlla GIIIb Controle
+
Inicial | 6.16+045% | 596+0,03% | 630+022% | 6,06+0,15 | 6,020,107 | 6000007 | 398=017
A = I
Pos- 3,64+0,18° | 434055 | 5,14+1,05° | 4760882 | 489+0,78° | 5224047
tratamento
a a
Final | 423+045° | 465+043% | 447075 | 4,78+0,18° | 5,01 £0422 | 4542032°% | #00=083

2P| etras diferentes em Unica coluna representam diferenga estatistica significante pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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Figura 4 — Comparagéo entre as coletas inicial, poés-tratamento e final de cada grupo (média de
UFC mL™ em log (10).

DISCUSSAO

Varias metodologias s&do empregadas para avaliar o efeito da terapia
fotodindmica nos micro-organismos. Ha modelos experimentais que utilizam
suspensdes bacterianas mono ou multiespécies (Upadya et al 2010), discos ou
blocos de dentina padronizados apds a formacgdo de biofilme bacteriano
(Upadya et al 2010; Panhdca 2011) e pela contaminagcéo de dentes humanos
extraidos (Fonseca et al 2008; Souza et al 2010). Em nosso estudo, foi
escolhida a contaminacdo de canais radiculares de dentes humanos
unirradiculados extraidos, por suspensao pura de Enterococcus faecalis.

O micro-organismo E. faecalis esta presente em diversos estudos devido
a sua importancia na Endodontia (Aranda-Garcia et al 2012, Delgado et al
2010, Garcez et al 2006, Wang et al 2012). O E. faecalis é encontrado na
maioria de dentes com lesdes periapicais relacionadas ao insucesso do
tratamento endodéntico (Zhang et al 2012). O tempo de contaminagdao dos
dentes utilizados foi de 21 dias, repondo meio de cultura a cada 2 dias para
manutencao ideal do crescimento bacteriano, favorecendo a penetracéo
bacteriana pelos tubulos dentinarios, simulando um caso de um dente com
lesdo periapical em que ha a completa contaminagcdo do sistema de canais

radiculares.
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Antes da contaminagdo, os dentes foram submetidos ao preparo
biomecéanico com a irrigacéo por hipoclorito de sédio a 2,5%. A instrumentacao,
com o objetivo de padronizar o preparo, foi realizada com o sistema rotatorio
Protaper Universal (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) até o instrumento F4.
Realizado o preparo biomecanico, todos os espécimes receberam como
irrigacao final a solugédo de EDTA trissodico a 17% (Biodinémica, Ibipora, PR,
Brasil) por 3 minutos, para completa remog¢ao do smear layer e consequente
penetracdo dos micro-organismos, em seguida os dentes foram mantidos em
soro fisioldgico esterilizado com trocas diarias durante 5 dias com a finalidade
de remocéao de hipoclorito de sodio residual.

A coleta microbiologica foi realizada em trés tempos diferentes. Uma
coleta inicial, antes do tratamento das amostras para verificacdo da
contaminagcdo dos espécimes; a segunda coleta imediatamente apds o
tratamento das amostras e a terceira 7 dias apds o experimento para verificar
se houve recontaminagdo dos espécimes e a redugéo bacteriana (Dametto et
al. 2005, Menezes et al. 2004). O método da coleta foi realizado com a
utilizagdo de dois cones de papel absorvente de mesmo diametro do
instrumento memoria (#40) e transferidos para um eppendorf contendo 1 mL de
solugédo salina estéril para posterior semeadura das placas com TSa (Difco,
Detroit, MI, EUA).

Para a realizagcao da terapia fotodindmica, € imprescindivel o uso de
uma fonte emissora de luz e um fotossensibilizador (FS). A fonte de luz
utilizada foi um diodo emissor de luz (LED) elaborado pelo Instituto de Fisica de
Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo (IFSC-USP). O comprimento de
onda da luz desta fonte é de 450 nm correspondendo a luz azul visivel. Tal
comprimento de onda esta relacionado diretamente a banda de absorcédo do
corante utilizado em nosso trabalho, no caso, a curcumina. Este corante é
sensibilizado especificamente por este comprimento de luz como mostrado em
outros estudos (Hegge et al. 2011, Dujic et al. 2009, Martins et al. 2011).

Para que a luz atingisse toda a extensdao do canal radicular, foi
necessario acoplar ao LED uma fibra 6tica, uma vez que apenas a difusdo de
luz na entrada do canal radicular ndo é suficiente para a eficacia da terapia
fotodindmica como mostrado por Garcez et al (2012). A aplicagdo da luz foi

realizada introduzindo a fibra ética ja iluminada com movimentos helicoidais,
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tanto no sentido cervico-apical como no sentido apico-cervical até o
comprimento de trabalho, sendo este movimento repetido numa frequencia de
aproximadamente 10 movimentos por minuto por um mesmo operador, como
preconizado por Souza et al. (2010) e Garcez et al. (2012).Estes movimentos
sdo necessarios devido a irradiagao da fibra ética ocorrer apenas na ponta.

Como agente fotossensibilizador, utilizamos a solugdo de curcumina em
dimetilsulféxido (DMSO) a 10%. O DMSO é um composto quimico organico
com elevada capacidade higroscopica decorrente da sua intensa afinidade pelo
hidrogénio, formando pontes mais fortes que as formadas entre moléculas de
agua. Essa peculiaridade relaciona-se com varias propriedades da droga (Lima
et al. 2006) e com sua capacidade solvente, sendo fundamental para a
dissolugdo do p6 de curcumina, além de permitir a estabilidade da solugao,
visto que esta €& extremamente instavel em temperatura ambiente, podendo
influenciar no seu potencial de geracao de radicais livres. Estes fatores foram
demonstrados por Shen et al. (2005), os quais mostraram que o DMSO €& um
bom veiculo para a curcumina, além de aumentar a producao de radicais livres
apos a sensibilizagao pela luz.

A curcumina é um composto organico obtido a partir da raiz da planta
Curcuma longa a qual é muito usada em temperos (agafrao). A curcumina tem
mostrado efeitos antibacterianos e antifungicos (Martins et al. 2011, Pinto et al.
2011) e, inclusive, no combate a células displasicas (Dahl 1989). Vale lembrar
que ndo ha estudos com curcumina em canais radiculares, apenas em
suspensdes e em biofilmes, e, os trabalhos que apresentam contaminacgao de
canais radiculares, utilizam outros corantes como azul de toluidina e azul de
metileno. Neste estudo, optamos pela solugdo de curcumina em concentragcao
de 20 yM como fotossensibilizador, uma vez que Pinto et al. (2011), Dovigo et
al. (2011) e Martins et al. (2011) mostraram a eficacia da terapia fotodinédmica
nesta concentragao.

O tempo pré-irradiacao, ou seja, o tempo em que o canal radicular ficou
inundado pela solugdo de curcumina foi de 5 minutos como utilizado por
Garcez et al. (2006) e Souza et al.(2010). Este tempo torna-se necessario por
permitir a penetragdo da curcumina através dos tubulos dentinarios e sua
interagdo com a parede bacteriana (Upadya & Kishen 2010). Os tempos de

irradiacao foram de 5 e 10 minutos como utilizados por Souza et al. (2010) e
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Garcez et al. (2008). Nosso estudo demonstrou que os tempos de irradiagao
nao apresentaram diferenca na redugdo da viabilidade bacteriana quando
comparados entre si.

Em relagdo aos grupos experimentais, optamos por inserir um grupo
(Grupo 1l) cujos espécimes receberam apenas a solugdo de curcumina. Os
resultados nos confirmaram que apenas o fotossensibilizador na concentragao
utilizada, ndo foi capaz de eliminar os micro-organismos, comprovando a
necessidade da sensibilizacdo por uma fonte de luz.

Nossos resultados mostraram que apenas o Grupo la mostrou redugéo
significativa (P<0,05) de 41% na viabilidade bacteriana entre a coleta inicial e
pos-tratamento. Na comparacao entre a coleta inicial e final deste mesmo
grupo, esta reducgéo foi de 32%. Ja os outros grupos ndo mostraram haver
diferencga estatistica significante entre as coletas. Estes resultados comprovam
a reducdo dos micro-organismos dentro do canal radicular pela terapia
fotodindmica com 5 minutos de irradiacdo, assemelhando-se aos resultados
encontrados por Silbert et al. (2000), Souza et al. (2010) e Upadya, Kishen
(2010). Em contrapartida, a reducdo na viabilidade bacteriana foi bastante
inferior ao mostrado por Fimple et al. (2008) e Garcez et al. (2006), os quais
mostraram reducédo de 95 a 99% de E. faecalis. Todos os autores citados
utilizaram azul de metileno ou azul de toluidina como agente
fotossensibilizador, em canais radiculares contaminados. Ja o grupo
experimental que recebeu a terapia fotodinAmica com irradiagao por 10 minutos
(Glb), ndo apresentou reducéo bacteriana significativa entre nenhuma coleta.

A terceira coleta, a qual foi realizada sete dias apds o tratamento das
amostras, nos mostrou que houve a recontaminagao do sistema de canais
radiculares mesmo apos a terapia fotodinamica. O grupo la, o qual foi o unico
grupo a apresentar reducao bacteriana significativa, apresentou um aumento
da viabilidade bacteriana do canal radicular em 14 % quando comparadas as
coletas pos-tratamento e final.

Assim, podemos concluir com base em nosso estudo, que a terapia
fotodindmica, nas condi¢cdes experimentais testadas, apesar de reduzir a
viabilidade bacteriana, n&o elimina significativamente a contaminagao
bacteriana por E. faecalis, independente do tempo de irradiacao utilizado e na

concentracdo de 20 uM, reforcando a importancia do uso de curativo de
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demora entre sessdées em casos de necrose pulpar, principalmente na

ocorréncia de lesao periapical.

CONCLUSAO

A terapia fotodindmica nao foi eficaz na eliminagao de E. faecalis quando
utilizada a solugéo de curcumina a 20 yM como agente fotossensibilizador,

independente do tempo de irradiagao utilizado (5 ou 10 minutos).
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo propds eliminar uma espécie bacteriana especifica levando
em conta sua importancia na etiologia de doencas pulpares e periapicais 2°*°,
além de estarem relacionadas diretamente ao insucesso da terapia
endodéntica 2**%. O estudo dos mecanismos de acdo e dos efeitos de novos
recursos técnicos é bastante valido, tendo-se em vista o objetivo de se
aumentar o indice de sucesso do tratamento endodéntico. Pesquisas
relacionadas com nosso tema, em que houve a aplicagdo da terapia
fotodindmica em biofilme formado por diferentes micro-organismos e em
suspensdes, mostraram haver redugao significativa na reducdo desta
microbiota 6%,

A terapia fotodindmica tem sido estudada utilizando como principais
agentes fotossensibilizadores o azul de toluidina e o azul de metileno "2
Souza et al.*® (2010) avaliaram os dois corantes, usando a terapia fotodinamica
como terapia coadjuvante ao tratamento endodéntico. Entretanto, nenhum dos
fotossensibilizadores mostrou a completa eliminagdo de Enterococcus faecalis.
Em nosso estudo, propusemos a utilizagdo de um fotossensibilizador natural, a
curcumina, a qual vem sendo utilizada em estudos de diversas areas da
Odontologia *'*”. Ainda n&o ha trabalhos com este fotossensibilizador quando
utilizado em canais radiculares contaminados com Enterococcus faecalis. Por
ser um trabalho inédito, devemos desenvolver outras pesquisas com este
corante, principalmente atuando apds o preparo biomecanico.

Ha um consenso na literatura em que a curcumina apresenta efeitos

antibacterianos, antifingicos e em células displasicas 82"%3

quando ativada por
uma fonte de luz de 450 nm (luz azul visivel). Porém, estes trabalhos utilizaram
suspensdes de micro-organismos ou biofilmes formados em discos/blocos de
dentina '**2. Normalmente, a fonte de luz usada é um LASER. Em nosso
trabalho, utilizamos um LED fabricado especialmente para o estudo. O LED
apresenta algumas caracteristicas vantajosas quando comparados ao LASER,
como menor custo, sdo portateis, consomem pouca energia elétrica e tempo de

vida maior, ndo geram calor excessivo ', sendo, por estes motivos, uma forma
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alternativa interessante ao LASER, podendo ser utilizado em outros estudos
futuros.

Ja em canais radiculares contaminados, nossos resultados estdo de
acordo com outros estudos como os de Souza et al. *® (2010) e Bonsor et al. °
(2006) os quais aplicaram a terapia fotodindmica em canais radiculares, nao
encontrando reducgdo significativa da viabilidade bacteriana, apesar de
utilizarem diferentes fotossensibilizadores.

A concentragao do corante também é fator importante na eliminagao
bacteriana. A concentragdo de 20 uM foi utilizada conforme os resultados

apresentados por Martins et al. ' (2011), Pinto et al. ¥’ ( 1. 46

2011) e Dovigo et a
(2011). Nestes trés estudos, esta concentracéo eliminou de forma significativa
fungos (Candida albicans e Candida dubliniensis) e bactérias (Staphylococcus
aureus), porém, realizados em biofilmes formados em microplacas. No estudo

citado de Dovigo et al ™

, 0S autores utilizaram diversas concentracbes da
solucao de curcumina. Estas concentragdes partiram de 0,05 yM até 20 yM. Os
resultados mostraram que a completa inviabilizagdo dos fungos ocorreu apenas
apds a aplicagdo da ultima concentragdo, semelhante a que utilizamos em
nosso estudo. Em relagdo ao veiculo utilizado, o dimetilsulféxido (DMSO) foi
avaliado por Haukvik et al. 21, em biofiimes de Enterococcus faecalis e
Streptococcus intermedius utilizando a curcumina como fotossensibilizador em
solucao por trés veiculos diferentes sendo eles, o DMSO e o polietilenoglicol. O
estudo mostrou que a terapia fotodindmica reduziu cerca de 80% o numero de
bactérias, mostrando que o dimetilsulfoxido € um bom veiculo para o corante.
Nossos resultados apresentaram diminuicdo imediata do E. faecalis apds a
terapia fotodindmica, havendo recolonizagao 7 dias apds o tratamento. Novos
estudos devem ser realizados com concentracdes diferentes deste corante,
pela diferenga de metodologia empregada nos estudos citados, os quais nao
representam a realidade clinica do endodontista por se tratarem apenas de
experimentos em biofilmes e ndo em canais radiculares.

Outro fator importante & o tempo de irradiagao utilizado. O tempo de 5
minutos foi 0 mesmo utilizado Souza et al *® (2010), Meire et al ** (2009) e
Upadya, Kishen °2 (2010). Em nosso estudo, inserimos dois grupos
experimentais que utilizaram os tempos de irradiagdo de 5 e 10 minutos.

Nossos resultados mostraram que o tempo de 5 minutos reduziu maior
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quantidade de E. faecalis que o de 10 minutos. Devemos lembrar que a
curcumina é altamente instavel, e, provavelmente, apds 5 minutos, a mesma ja
deveria estar totalmente degradada *2.

Nossos resultados demonstraram que a terapia fotodindmica, nas
condigdes experimentais do estudo, reduziu significativamente a viabilidade
bacteriana apds o tratamento das amostras. Entretanto, sete dias apos a
terapia fotodindmica, constatamos o aumento da colonizagdo bacteriana do
canal principal, provavelmente pelas bactérias residuais provenientes dos
tubulos dentinarios e ramificagdes o que permite concluirmos que esta técnica
nao foi capaz de erradicar o E. faecalis do sistema de canais radiculares.

Estes dados reforcam a importancia da aplicagao do curativo de demora
entre sessdes, atuando na dentina, nas ramificacbes do canal principal e deltas

apicais, ou seja, em areas fora do alcance da terapia fotodinamica.
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APENDICE 1

Figura A1 — Espécimes fixados em placa de 24 pogos

Figura A2 — Detalhe do LED utilizado no
Estudo.
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APENDICE 2

Figura A3 — Detalhe da fibra 6tica ativada dentro do canal radicular.
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