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Abu Hasna A. Efeitos da N-acetilcisteina e da terapia fotodindmica sobre
Enterococcus faecalis em canais radiculares [dissertacdo]. Sdo José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;
2017.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a capacidade antimicrobiana da N-
Acetilcisteina (NAC) e da terapia fotodinamica (PDT) utilizando LASER diodo
(LD) de baixa intensidade, sobre o Enterococcus faecalis, comparados ao uso do
hidroxido de calcio [Ca(OH),;] como medicacdo intracanal. Oitenta dentes
humanos extraidos tiveram o diametro dos canais radiculares padronizados por
meio do preparo com lima K#30. As raizes foram contaminadas com E. faecalis
por 21 dias e divididas em cinco grupos de acordo com a medicacao intracanal
e/ou tratamento antimicrobiano a ser utilizada: 1) PDT+NAC,; 2) NAC; 3) PDT;
4) Ca(OH), e 5) Solucédo salina. Sendo que 50 dentes foram avaliados por
cultura microbiologica (UFC/mL), 10 por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e 20 por microscopia confocal de varredura a LASER (CLSM). Para
UFC/mL foram feitas 3 coletas do contetdo o canal radicular: a) apds 21 dias de
contaminacéo (coleta de confirmacéo - Sc); b) apdés PBM (S1); ¢) apds 14 dias
com as medicacg0es intracanais (S2). UFC/mL ndo mostrou diferenca estatistica
entre os grupos de PDT+NAC, NAC e Ca(OH),, porem foram significantemente
diferentes dos grupos da PDT, e solucdo salina. A anélise ilustrativa por MEV
mostrou resultados semelhantes a analise microbioldgica (UFC/mL). No CLSM,
todos os grupos avaliados foram efetivos contra E. faecalis, com a diferencando
significantemente do grupo controle. Concluimos que NAC pode eliminar E.
faecalis com ou sem PDT, sendo considerado como medica¢do complementar
para aplicacéo clinica.

Palavras-chave: N-acetilcisteina (NAC). Terapia fotodindmica. Enterococcus
faecalis. MEV. CLSM.



Abu Hasna A. Effects of N-acetylcysteine e photodynamic therapy on
Enterococcus faecalis in root canals [dissertation]. S&o José dos Campos (SP):
Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial capacity of
N-Acetylcysteine (NAC) e PDT photodynamic therapy using low intensity
LASER diode (LD) on Enterococcus faecalis, compared to the use of calcium
hydroxide Ca(OH),, as intracanal medication. Eighty extracted human teeth had
their root canal diameters steardized by preparation with K 30 file. The roots
were contaminated with E. faecalis for 21 days and divided into five groups
according to the intracanal medication and/or antimicrobial treatment to be
used. 1) PDT + NAC; 2) NAC; 3) PDT; 4) Ca(OH),; 5) Saline solution. Fifty
teeth were evaluated by microbiological culture (CFU/mL), 10 by scanning
electron microscopy (SEM), and 20 by confocal LASER scanning microscopy
(CLSM). The root canal was collected 3 times a) after 21 days of contamination
(confirmation collection) (Sc); b) after biomechanical preparation S1; c) after
14 days with intracanal medications. CFU/mL showed no statistical difference
between the PDT+NAC, NAC e Ca(OH), groups, but were significantly different
from the PDT groups, and saline. The illustrative SEM analysis showed similar
results to the analysis (CFU / mL). In CLSM, all evaluated groups were effective
against E. faecalis, with a significant difference with the control group. We
conclude that NAC can eliminate E. faecalis with or without PDT, being
considered as a complementary medication in clinical practice.

Keywords: N-acetylcysteine (NAC). Photodynamic therapy. Enterococcus
faecalis. SEM. CLSM.



1 INTRODUCAO

O maior desafio enfrentado durante a terapia endodontica é a completa
desinfeccdo do sistema de canais radiculares (SCR) (Babaji et al., 2016). Muitos
estudos relatam a eliminacdo completa dos micro-organismos como algo
inatingivel (Gomes et al., 2004; Sjogren et al., 1990), devido a presenca de
micro-organismos que permanecem no interior dos tubulos dentinérios e em
todo o SCR (Nair et al., 2005), devido a sua complexa anatomia do SCR, que
dificulta a limpeza e a permanéncia destes micro-organismos.

Assim que as bactérias alcancam o SCR, elas se organizam em
comunidades conhecidas como biofilmes (Hgiby et al., 2011), constituidos
principalmente por organismos anaerobios estritos e alguns anaerobios
facultativos como E. faecalis, sendo que estes estdo frequentemente envolvidos
em infec¢Oes persistentes (Wang et al., 2012).

E. faecalisé uma bactéria anaerébia facultativa, Gram-Positiva,
responsavel por 80-90% das infeccbes causadas por Enterococos. Este
microrganismo desempenha um papel essencial nos casos de infeccbes
endoddnticas persistentes. Uma vez que invadem profundamente os tabulos
dentinarios, sobrevivem mesmo com falta de nutrientes, além de suportar pH
extremo devido a presenca da bomba de prétons na sua membrana
citoplasmatica (Dammaschke et al., 2013; Kakinuma, 1987), resistindo assim a
medicagdo intracanal (Bazvand et al., 2014). Ademais, E. faecalis é o
microrganismo mais presente em infeccGes secundarias e persistentes do SCR,
com frequéncia de 32% a 77% (Peciuliene et al., 2001; Rdgas et al., 2004).

A dificuldade de eliminacéo total desta bactéria e a sua sobrevivéncia se
devem a sua capacidade de adaptacdo a ambientes adversos, como 0s existentes

em dentes tratados endodonticamente (Hancock et al., 2001; Distel et al., 2002).
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Além disto, E. faecalis se organiza em biofilme, principalmente devido a sua
capacidade de aderéncia, resisténcia aos medicamentos e caracteristicas fisicas
importantes de bactérias formadoras de biofilmes (Love, 2001; Podbielski et al.,
2003).

Os biofilmes sdo comunidades complexas de micro-organismos,
incorporados numa matriz de polissacaridos e proteinas formando uma camada
viscosa (Quah et al., 2012). As bactérias organizadas em biofilme estabelecem
um habitat para crescimento, com diversidade metabdlica, e protecdo contra
micro-organismos e agentes antimicrobianos, aumentando assim sua
patogenicidade (Fletcher, 1991). Estudos mostram que bactéerias organizadas em
biofilmes sdo mais resistentes a antimicrobianos como clorexidina (CLX) e
hipoclorito de sédio (NaOCI) (Clegg et al., 2006). Dada a prevaléncia de E.
faecalis em infeccbes endoddnticas persistentes, e sua organizacdo em biofilmes
€ importante agir contra esta bactéria para aumentar as taxas de sucesso do
retratamento endodontico (Sedgley et al., 2006; Siqueira, Ro6cas, 2004;
Molander et al., 1998).

O sucesso do tratamento endodoéntico (TE) depende fundamentalmente
da limpeza e modelagem do canal radicular para a eliminacdo da microbiota
presente em canais infectados, uma vez que o tecido necrdtico e infectado é
removido (Law, Messer, 2004; Peters et al., 2002; Gomes et al., 2001; Siqueira
et al., 2000). A eliminacdo dos micro-organismos e seus subprodutos do SCR é
um dos principais objetivos e, a0 mesmo tempo, 0 maior desafio da TE
(Bystrom et al., 1985).

Apesar dos progressos significativos alcangados com a instrumentacao
rotatoria, a eficacia do preparo biomecanico (PBM) é ainda limitada, pela
anatomia complexa e variavel do canal radicular, o que resulta em regides sem
acesso ao preparo, que favorecem a retencdo de bactérias e detritos (Gomes et
al., 2004).
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Embora o PBM utilizando NaOCIl em diferentes concentracbes seja
capaz de eliminar micro-organismos da luz do canal, 0s mesmos permaneciam
no interior dos tdbulos dentinarios, sendo assim € importante a utilizacdo da
medicacdo intracanal para complementar a atividade antimicrobiana do preparo
utilizando como solucdo irrigadora 0 NaOCI. Dentre as medicacdes intracanais
mais utilizado devido seus efeitos, especialmente sua agdo antimicrobiana
relacionada a liberacdo de ions hidroxila em ambiente aquoso (Siqueira et al.,
2000).

No entanto, a acdo antibacteriana do Ca(OH), pode ser alterada ou
inativada em contato com a dentina e/ou exsudatos periapicais (Wu et al., 2014;
Stuart et al., 2006). Além disso E. faecalis foi resistente ao Ca(OH),, a um pH
de 11,1 (Evans et al.,, 2002). Sendo assim, & importante a pesquisa sobre
antimicrobianos que possam ter maior atividade no interior dos canais
radiculares

A N-acetilcisteina (NAC) é um antioxidante potente, e um agente
mucolitico amplamente utilizado no tratamento médico de bronquite cronica e
sobredose de acetaminofeno (Stey et al., 2000). O seu principal mecanismo de
acao antimicrobiana consiste na diminuicdo da formacao de biofilme (Marchese,
2003; Perez-Giraldo et al., 1997; Schwandt et al., 2004), reducédo da producdo da
matriz de polissacarideo extracelular, interrompendo biofilmes maduros e
reduzindo a aderéncia de bactérias nas superficies (Marchese, 2003; Olofsson et
al.,, 2003). No entanto, a atividade antimicrobiana contra biofilmes parece
depender do tipo da bactéria (del Prado et al., 2010; Marchese, 2003; Peérez-
Giraldo et al., 1997). A NAC é muito eficaz contra certos bacilos Gram-
negativos, e alguns cocos Gram-positivos (Aslam, Darouiche, 2011), como E.
faecalis (Ulusoy et al., 2016).

Segundo Quah et al. (2012), a NAC tem acdo bactericida matando

completamente E. faecalistanto na forma de biofilme quanto na forma
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planctonica, sendo uma promissora substancia para uso como medicacao
intracanal, especialmente em infec¢cdes secundarias com predominancia de E.
faecalis.

O termo fotodindmico corresponde ao estudo dos efeitos da ativacdo da
luz sobre tecidos vivos. Empregando-se o mesmo principio, a PDT pode ser
descrita como um tratamento que utiliza fontes de luz para estimular um agente
de foto-sensibilizacdo, em presenca de oxigénio. A PDT, ou desinfeccdo foto-
ativada, usa a luz com comprimento de onda especifico para estimular um
corante ndo toxico fotoativo, chamado de foto-sensibilizador (Lee et al., 2004).

Com o rapido desenvolvimento da PDT, novos LASERS , com uma
vasta variedade de caracteristicas, estdo disponiveis e sdo utilizados em diversas
areas da Odontologia, incluindo a Endodontia (Siddiqui et al., 2013). Sendo que
0 LASER de alta poténcia atua nos tecidos de acordo com a producdo de calor
e, dependendo da dose de irradiacdo selecionada, caso os parametros ndo sejam
devidamente estudados, experimentados e selecionados, pode causar danos, tais
como liquefacdo de cemento, reabsorcdo radicular e necrose periapical
(Fransson et al., 2013).

Ja, 0 LASER de baixa poténcia pode ser utilizado em PDT, uma vez que
produz um feixe monocromatico com um comprimento de onda especifico.
LASERS de diodo com comprimentos de onda que variam entre 625 e 805 nm
foram efetivos na utilizacdo em PDT para eliminar E. faecalis de canais
radiculares (Siddiqui et al., 2013).

A acdo antibacteriana ocorre pois o PDT atua no corante
fotosensibilizador, que reage com o oxigénio molecular seguido de eventos
oxidativos causando danos as moléculas bacterianas essenciais como proteinas,
lipidios da membrana, acidos nucleicos, levando o morte da bactéria (Souza et
al., 2010; Konopka, Goslinski, 2007).
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Varios estudos recentes mostram que o LASER diodo usado em PDT,
com comprimento da onda de 660 nm (Hoedke et al., 2017) e com comprimento
de onda de 600-660 nm (Trindade et al., 2017), sdo efetivos na desinfecgédo de
canais radiculares (Schulte-Linzum et al., 2017), com efeito bactericida
satisfatorio, sem qualquer efeito secundario térmico aos tecidos de suporte dos
dentes.

O LASER de diodo é util para procedimentos de tratamentos em tecidos
orais, por poder ser utilizado por contato ou a uma distancia bem préxima ao
local de aplicacdo, evitando danos, o que o torna muito mais seguro do que
outras fontes de LASER (Genovese et al., 2010; Desiate et al., 2009; Saetti et
al., 2008). Além disso, a energia de luz, a partir do diodo, é altamente absorvida
pelos tecidos moles e fracamente absorvida pelos dentes e ossos (Aras et al.,
2010).

Diante dos desafios que encontramos na pratica endodéntica, torna-se
necessaria a busca por técnicas e medicamentos de atuacdo direta e local, que
provoquem a inativagdo dos micro-organismos, preferencialmente
proporcionando minimos efeitos citotoxicos, que possam inibir e/ou prejudicar a
reparacdo dos tecidos periapicais. Sendo assim mesmo importante avaliar a
NAC e a PDT como antimicrobianos sobre E. faecalis.

Acredita-se que a NAC associada a PDT, promoverd atividade
antimicrobiana intracanal contra E. faecalis, podendo ser um promissor
componente para ser utilizado como medicacao intracanal, aumentando assim o

indice de sucesso da terapia endododntica.
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2 ARTIGO - Abu-Hasna A, Khoury RD, Toia CC, Gongalvez GB, De
Andrade FB, Camargo CHR, Valera MC. A acado antimicrobiana da N-
acetilciestina e terapia fotodindmica sobre E. faecalis no sistema dos canais
radiculares / The antimicrobial activity of N-acetylcysteine and

photodynamic therapy on E. faecalis in root canal system *

RESUMO

INTRODUCAO: O hidroxido de célcio [Ca(OH),] tenha sido usado como
medicamento endoddntico comum para eliminar o possivel microorganismo
persistente, ainda ndo é capaz de eliminar Enterococcus faecalis (E. faecalis)
nos tdbulos dentinarios. O objetivo deste estudo foi avaliar a acéo
antimicrobiana de N-acetilcisteina (NAC) e terapia fotodinamica (PDT) sobre E.
faecalis em canais radiculares. METODOS: Oitenta dentes humanos foram
utilizados para cinco grupos de tratamento, PDT+NAC, NAC, PDT, Ca(OH), e
soro fisiologico (grupo controle) sendo 50 dentes foram utilizados para avaliar
sua acdo antimicrobiana nos biofilmes de E. faecalis por analise de unidade
formadora de colonias (UFC/mL) (n=10 para o grupo) e Trinta dentes foram
utilizados para avaliagdo por meio de microscopia eletrbnica de varredura
(SEM) e microscopia confocal de varredura a laser (CLSM). O teste de
Kruskall-Wallis seguido de Dunn's foram usados para analisar os dados obtidos
estatisticamente. RESULTADOS: analise UFC/mL mostrou que PDT+NAC,
NAC e Ca(OH), foram bactericidas e eliminaram o E. faecalis. A PDT sozinho
mostrou baixa acdo antimicrobiana, estatisticamente igual salina. No CLSM,
todos os grupos foram efetivos sobre a E. faecalis, exceto o grupo controle.
CONCLUSOES: NAC foi bactericida contra biofilmes de E. faecalis, com/sem
estimulacéo da PDT.

Palavras-chaves: N-acetilcisteina. terapia fotodinamica. E. faecalis. SEM.
CLSM.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Calcium hydroxide [Ca(OH),] is the most widely used

intracanal medication aiming to eliminate persistent microorganisms. However,
previous studies have shown the resistance of E. faecalis against Ca(OH),. The
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aim of this study was to evaluate the antimicrobial action of N-acetylcysteine
(NAC) and Photodynamic therapy (PDT) on E. faecalis in root canal system.
METHODS: Eighty human teeth were used for five treatment groups,
PDT+NAC, NAC, PDT, Ca(OH),, and saline (control group), fifty teeth of them
were used to evaluate the antimicrobial action of the treatment groups over E.
faecalis biofilms by microbiological culture analysis (n=10 for group) and thirty
teeth were used for evaluation by means of scanning electron microscopy (SEM)
and confocal laser scanning microscopy (CLSM). Kruskall-Wallis test followed

by Dunn’s were used to analyze the obtained data statistically. RESULTS:
CFU/mL analysis showed that PDT+NAC, NAC and Ca(OH), were bactericidal
and they eliminated the E. faecalis. PDT showed low antimicrobial action,
statistically saline-like. In CLSM, all the groups were effective over E. faecalis
except for the control group. CONCLUSIONS: NAC was bactericidal against
E. faecalis biofilms, with/without PDT stimulation.

Keywords: N-acetylcysteine. Photodynamic therapy. E. faecalis. SEM. CLSM.

THE ANTIMICROBIAL ACTION OF N-ACETYLCYSTEINE AND
PHOTODYNAMIC THERAPY OVER E. faecalis IN ROOT CANAL
SYSTEM

INTRODUCTION

Microorganisms are responsible for pulp and peri-radicular infections
[1]. The complete disinfection of a root canal is the major challenge during the
root canal treatment (RCT) [2]. Therefore, canal disinfection associated with
apical and coronal sealing should be the aim of new studies to achieve RCT
success [3]. However, many studies relate total elimination of microorganisms
as unachievable [4,5] due to their presence inside of dentinal tubules [6]; canal
anatomy complexity [7] which limits the action of irrigating solutions (1S) and

intracanal medication (IM) [8,91.

*Artigo elaborado de acordo com as normas do Periodico International jornal of Antimicrobial Agents
Submetido em: 06/12/2017.
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E. faecalis is a facultative anaerobic Gram-positive bacteria that provides
an essential role in persistent endodontic infection, as it is the most found
microorganism in secondary root canal infection, with 32%-66% frequency [10].
Its capacity to form biofilms and its resistance towards a wide spectrum of 1M,
once it can survive in the alkaline pH [11], turns the elimination of this
microorganism one of the biggest challenge in the treatment of endodontic
infections [12]. Until now, neither IS nor IM are capable to completely
eliminating the E. faecalis inside of canal [13].

Calcium hydroxide [Ca(OH),] is described as an effective IM over wide
spectrum of microorganisms. Furthermore, Ca(OH), when added to other IM
can increase the antimicrobial efficacy of them [14].

N-acetylcysteine (NAC) is a derivative of amino acid I-cysteine, which
acts as an antioxidant and antimicrobial medication [15]. Its principal
antimicrobial mechanism consists of preventing biofilm formation [16,17] by
reducing extracellular polysaccharide matrix production, disrupting mature
biofilms, and reducing bacterial adherence to surfaces [16,18]. Furthermore,
NAC is very effective over Gram-negative bacillus and some types of Gram-
positive cocci [19], like E. faecalis [20]. NAC is not an antibiotic, but has
antimicrobial properties and the ability to reduce biofilm formation, because of
the possible suppression of extracellular matrix synthesis [21,22]. Thus, it has
been recommended as an alternative therapeutic agent of Ca(OH), [12].

In addition, photodynamic therapy (PDT) using low-energy light with
photosensitizer also became as new effective technique in RCT to eliminate
microorganisms without causing tissue damage [23]. The potential bacteriostatic
effect of PDT can be used to obtain additional canal cleaning after the
biomechanical preparation (BMP). Its effect was widely studied over E. faecalis

[23-25] as a promising technique, which can increase the RCT success [23].
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In front of all the challenges faced in endodontic practice, it becomes
necessary to look out for new techniques and medications, that inactivates
microorganisms with minimal cytotoxic effects. Thus, the aim of this study was

to evaluate the antimicrobial actions of NAC and PDT over E. faecalis biofilms.

MATERIALS AND METHODS

The present study was performed under approval of the human Ethics
Committee of S&o Paulo State University, Sdo Jose dos Campos, Brazil. Eighty
freshly extracted single rooted human teeth were selected and stored in
deionized water until the moment of use, where fifty teeth were prepared for
microbiological culture analysis and thirty were prepared for scanning electron

microscopy (SEM) and confocal laser scanning microscopy (CLSM) analysis.

Microbiological culture analysis

Preparation of specimens.

Fifty extracted single rooted human teeth were selected based on
dimensional and morphological similarities. The crowns were cross-cut with a
carborundum disc and the specimens length was standardized to 16£0.5 mm. To
standardize the specimens’ diameter, they were instrumented to K-file #30
(Dentsply Ind. Com. Ltda, Petropolis, RJ, Brazil) and irrigated with 3 mL of
NaOCI 1% through each instrument change. Then, the canals were filled with
trisodium ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 17% (Inodon, Porto Alegre,
RS, Brazil) for 3 minutes followed by a 10 mL final irrigation with saline
solution. The apical regions of teeth were sealed with light-cured composite

resin (Z-100. 3M, Sumaré, SP, Brazil) and the outer surfaces of the roots were
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sealed with an epoxy adhesive layer, except for the cervical opening region. The
specimens were randomly distributed into 5 different 24-wells cell culture plates
with ten specimens in each one, and were fixed with chemically activated
acrylic resin. All materials used in the present study were sterilized by gamma
radiation with cobalt 60 (20 KGy for 6 hours) [26].

Contamination of specimens.

Initially, E.faecalis (ATCC 29212) suspension was prepared containing
10° cells/mL confirmed by a spectrophotometer reading (AJX-1900, Micronal).
Then, 5uL of E.faecalis suspension was inoculated into each root canal
followed by 10 uL of brain heart infusion (BHI) broth (HiMedia Laboratories
Pvt. Ltda., Mumbai, India). Then, a sterile cotton pellet was soaked in the
culture medium and placed in the cervical opening of each specimen. All
specimens were stored in an incubator at 371 °C in in relative humidity. BHI

broth was added to root canals every two-days totalizing 21 days.

Sample collection.

For microbiological culture, sterile paper points (size #25; Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) were introduced into the full length of the
canal, and retained in position for 60 seconds. In order to confirm the specimens
contamination, immediately before instrumentation, an initial sample of

confirmation (SC) was collected from the root canal to serve as the baseline.
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Immediately after, the paper point was transferred to sterile Eppendorf tubes
containing 1000 uL of sterile saline solution [14]. The root canals were
instrumented with RECIPROC system file R40 (VDW - Germany), adapted to
an electric motor (VDW) in reciprocation movement. Instrumentation was
performed along the total length of the canals associated to irrigation of 5 mL of
sterile saline solution for each third, totaling 15mL. After instrumentation, a new
sample collection (S1) was performed in the same standard way as previously
described. Then, the specimens were divided in five groups according to the IM
protocol: 1) PDT+NAC paste; 2) NAC paste; 3) PDT; 4) Ca(OH), paste and 5)

Saline solution.

PDT+NAC. First, PDT was performed using 0.005% methylene blue as a
photosensitizer and a diode LASER (DL) (660 nm wavelength) with a power of
40 mW (MMOptics Ltda, Sdo Carlos, Brazil). The photosensitizer was placed
into the canals for 5 minutes. The optical tip of the DL (0.40 mm diameter and
16+£0.5 mm active surface length) was placed into the canal and the DL was
activated for 2 minutes without interval, using a helical movement from apical
to cervical. A density of approximately 120.0 JJCm/Cm? was applied into each
canal. Subsequently, the photosensitizer rinsed out using 5 mL of saline and the
canals were dried with sterile #40 paper points [27]. After PDT protocol, NAC
powder (SIGMA-ALDRICH Co, USA), was manipulated with sterile saline
solution (1:1 proportion, 1g of powder and 1mL of saline), over a sterile glass
plate by a spatula obtaining toothpaste consistency. Then, the paste was inserted
in the canal by K-file #30

NAC. NAC paste was obtained in the same standard way as previously
described.

PDT. PDT protocol was applied in the same standard way as previously
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described.

Ca(OH). group, the powder of Ca(OH), (Biodindmica Quimica e Farmacéutica
LTDA, Parana, Brazil) was manipulated with saline as same as previously

described in NAC group.

Saline Solution. To serve as control group, the specimens were filled with
100pL of saline.

All specimens were stored at 37°C for 14 days. The medications were
then removed with 10 mL of saline, and a new sample was collected with paper
point #45 (S2).

Culture Procedure.

To determine the antimicrobial activity, serial dilutions were made, and
100 pL aliquots were seeded into duplicate petri dishes containing BHI agar.
Then, they were incubated at 37°C for 48 h for later counting of colony-forming
units/mL (CFU/mL).

SEM and CLSM

Specimens preparation and contamination.

Thirty extracted single rooted human teeth were selected. The crown and
the apical 4+0.5 mm of the root were cross-cut. A root segment with a length of
12+0.5 mm was standardized from this apical section in a cutting machine.
Next, the BMP method described previously with the microbiological culture
analysis was applied again. E. faecalis suspension was prepared again as

explained with microbiological culture analysis protocol. The specimens were
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individually inserted into microtubes with 1 mL of sterilized BHI broth and
transferred to an ultrasonic bath for 15 min to allow the culture medium to
penetrate into the dentinal tubules [28]. The BHI broth was contaminated with
E. faecalis suspension, and 1 mL of the contaminated BHI broth was added into
the microtubes by a pipette and the centrifugation protocol was performed
according to [29], where specimens were centrifuged at four velocities (1400,
2000, 3600, 5600 rpm) twice for each one, for 5 minutes at 25°C. For each
centrifugation, the contaminated BHI broth was renewed. Finally, a sterile BHI
broth was placed in the microtubes, and then stored at 37+1°C for 24 hours. In
the 2" day, the BHI broth was changed for a new sterilized one and another
centrifugation (3600g) was performed. This protocol was repeated for the next
2-days [28].

Treatment protocol.

All specimens were contaminated at the 5" day. Then, the specimens
were divided in five groups according to the IM protocol as previously described
and the treatments were performed in the same standard way as applied for each
different group in microbiological culture analysis. The specimens were
sectioned in longitudinal direction with a diamond disc to obtain two halves.
Next, the specimens were immersed in EDTA 17% for 5 min, to remove the

smear layer, and then rinsed of with 10 mL of saline solution.

SEM.

Two specimens of each group were fixed with 4% paraformaldehyde for

30 minutes. Then, they were dehydrated by increasing concentrations of ethanol
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(60, 70, 80, and 100) and stored at 37°C for 24 hours to dehydrate them. Next,
they were metalized by 12nm gold layer by means of a metallizer (EMITECH
SC7620 USA). The presence of bacteria in the dentinal tubules was observed by
SEM (Inspect S50 FEI, Czech Republic) at a magnification of 5000-10000x
operating at 7-8 kV.

CLSM.

To evaluate bacterial penetration and viability in dentinal tubules, 4
specimens of each group were cleaved for halves, and then stained using SYTO
9 and propidium iodide technique (Live/Dead BacLight Viability Kit; Molecular
Probes, Eugene, OR). The samples were examined on an inverted Leica TCS-
SPE confocal microscope (Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Baden-
Wiirttemberg, Germany) using a 40X magnification oil lens. The images were
obtained by using 23 sections of 1 um step size in a format of 1024x1024 pixels.
Eight images were taken of each specimen half (cervical and apical thirds). Four
confocal “stacks” of random areas were obtained for each sample with a 40x oil
lens. The images were collected by Leica application Suite-Advanced
fluorescence program (LAS AF, Leica Mannheim, Germany), and then analyzed
with Leica LAS AF Lite software. The quantification of bacterial viability was
performed with the biolmageL TM v21 software 4 for the bacterial count

(green/live and red/dead).

Statistical analysis

For (CFU/mL) data, and CLSM bacteria counts were presented as a

percentage of LIVE/DEAD bacteria, were all analyzed by the non-parametric
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Kruskal-Wallis and Dunn’s test at 5% significance level in the software
XLSTAT (XLSTAT, ©Addinsoft SARL, USA).

RESULTS

Microbiological Culture Analysis

The results of microbiological culture analysis showed that all specimens
were contaminated, which was confirmed by SC. Table 1 shows the mean
number of CFU/mL of all groups after instrumentation procedure (S1) and after
IM (S2).

In S1, there was a significant reduction of E. faecalis in all groups
comparing to the SC, showing that the instrumentation procedure was effective
in reducing the number of cultivable bacteria. In S2, there was a significant
reduction of E. faecalis comparing to S1 except for control group, in which was
noted a microbial growth.

Comparing the groups among each other in S2 after different treatments,
no statistical difference was observed between the PDT+NAC, NAC, and
Ca(OH), groups. Those groups differed statistically from PDT and Saline
solution groups, which presented similar results (Table 1).

The groups PDT+NAC, NAC, and Ca(OH), presented a reduced number
of cultivable bacteria being statistically different when compared to PDT and

Saline solution groups (p<0.0001).

SEM analysis

SEM results showed no bacterial growth of E. faecalis after treatment in
PDT+NAC and NAC groups. However, Ca(OH), group showed bacterial
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biofilm. Further, PDT and Saline solution group showed a heterogeneous pattern

of surface coverage by viable colonies and bacteria (Fig.1).

CLSM analysis

The higher median percentage value of dead cells of E. faecalis was
found in the PDT+NAC group (72.23%), followed by Ca(OH)2, PDT, and
NAC, which presented 69.28%, 61.4% and 61.19%, respectively (Fig.2).
However, no statistical difference was observed between these groups (p>0.05).

Red fluorescence was seen to predominate in the PDT+NAC treated
specimens (Fig 3). In the control group, 54.93% of E. faecalis remained alive
after treatment (Fig.2), as shown by green fluorescence (Fig 3).

Comparing the percentage of viable bacteria in the apical third of root
canals, it was observed that PDT (38.17%) and Ca(OH), (28.84%) groups
presented the smallest percentage value of viable bacteria with statistical
significant difference when compared to Saline solution (73,80%) (p<0.0021),
but no differences were observed comparing to the all other groups.

Evaluating the cervical third, the Ca(OH), (17,76%) NAC (30.25%),
PDT (27.23%) and PDT+NAC (36.97%) groups presented a smaller percentage
value of viable bacteria being statistically different when compared to Saline
solution group (69.17%).

The antimicrobial activity was also evaluated regarding the different
depths of dentinal tubules. The superficial portion showed that PDT (26.08%),
Ca(OH), (19.96%) and NAC (34,72%) groups presented the smallest percentage
value of viable bacteria with statistical significant difference when compared to
Saline solution (64.73%) (p<0.0007, p<0.0001, p<0.0001). And the deep portion
showed that all groups, PDT (40.08%), Ca(OH), (29.63%), NAC (43.07%) and
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PDT+NAC (41.45%) presented low percentage of viable bacteria differing

statistically when compared to Saline solution group (78.01%).

DISCUSSION

E. faecalis has been shown to be one of the most prevalent species
associated with endodontic failure [30]. In persistent root canal infections, E.
faecalis binds to dentinal tubule by adhering to collagen, which is the main
organic component of dentine [31]. Due to its capacity to penetrate and adhere
to the inside of dentinal tubules and root canal ramifications, the biomechanical
preparation is not sufficient to eradicate this microorganism from the root canal
system [4]. Several studies have been evaluating the antimicrobial activity of
different IM to eliminate persistent bacteria after biomechanical preparation
[14,32].

In the present study, it was proposed the use of NAC as IM, associated
or not with PDT on intracanal biofilm of E. faecalis. After 21 days of E. faecalis
inoculation it was possible to observe the bacterial growth of E. faecalis in all
groups through SC.

Data obtained by microbiological culture analysis after instrumentation,
showed a great reduction of CFU/mL compared to SC, but none of the groups
were completely free of E. faecalis. This result is in accordance with previous
study, which also demonstrates the limited effectiveness of biomechanical
preparation [33].

After IM period, the microbiological analysis by CFU/mL showed that
PDT+NAC, NAC, and Ca(OH), similarly presented the best results regarding

the bactericidal action, without statistical difference among them. However,
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Ulusoy et al. [20], verified that Ca(OH), had a higher antimicrobial action over
E. faecalis.

In addition, the data obtained by CLSM analysis showed similar results
when compared to the data obtained by culturing procedure, except for the fact
that in CLSM, the PDT group was also able to eliminate E. faecalis enough to
be statistically similar to the other groups. The control group showed the worst
result in both analysis.

The results comparing the antimicrobial activity in different depths of
dentinal tubules showed that in deep portion all experimental groups PDT,
Ca(OH),;, NAC and PDT+NAC presented better results when compared to
Saline solution group. The CLSM analysis in cervical third demonstrated all
groups had a better performance when compared to saline solution group.
Differently, when it comes to apical third, solely PDT and Ca(OH), differed
statistically from the control saline solution group.

Quah et.al [12] studied the effects of Ca(OH), and NAC over E.faecalis
on dentin disks examined by CLSM and showed that NAC was more effective
than Ca(OH),. However, in that case, the specimens were exposed to IM for 7
days. Thus, furthers investigations are needed regarding the adequate time for
IM exposure.

Data obtained by SEM analysis showed no bacterial growth of E.
faecalis after treatment in PDT+NAC and NAC groups. However, Ca(OH),
group showed bacterial colony in a planktonic form. In addition, it was possible
to clearly notice bacterial colonies in both planktonic and biofilm forms, in both
PDT and Saline solution groups. Ulusoy et al [20], revealed that NAC and
Ca(OH), groups presented a heterogeneous pattern of surface coverage by viable
colonies sub 5000x, original magnification with SEM.

The present study has confirmed the antimicrobial activity of Ca(OH), as

IM [34]. Ca(OH), was evaluated in the present study because despite its
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widespread use as IM, there are some conflicting studies regarding its
effectiveness against E. faecalis [35,36].

Pinar et al. [37] recommended NAC as an alternative therapeutic agent
of Ca(OH),, as the NAC was highly effective against several microorganisms
including E. faecalis (37) in both the planktonic and biofilm forms [12]. NAC is
an important antioxidant which contains Tiol and has antimicrobial action over a
wide microorganisms spectrum [16,17]. Its antimicrobial activity is possibly due
to tiol reactions (-SH) with the bacteria proteins which induces irreversible
protein damage, and also due to inhibition of cysteine use in bacteria [16].
Besides that, in some biofilms, NAC is capable to reduce extracellular matrix
production, reducing the bacteria adhesion on surfaces, thus inhibiting the
biofilms formation [18].

Several methodologies have been used to evaluate the antimicrobial
activity of different IM and thus the findings of different studies should be
carefully interpreted. Possibly, different methodologies explain the different
results between the analysis performed in the present study. Bacteriological
sampling with paper points is limited since the microorganisms attached to
dentinal tubules can not be sampled. Therefore, the present study also evaluated
the antimicrobial activity by CLSM because the immunofluorescence technique
is effective for detecting bacterial viability in dentinal tubules [28].

In conclusion, the antimicrobial activity of NAC was similar to Ca(OH),
regardless the use of PDT. Thus, the use of NAC as IM is promising since this
medication has been shown to be effective against both the planktonic and
biofilm forms of E. faecalis. Further investigations are also needed to evaluate
the effectiveness of NAC and Ca(OH), associations and not only on E. faecalis,
but also on Gram-positive bacteria and its endotoxins.
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Table.1 The mean and homogenous groups of E.faecalis (CFU/mL) in samples
(confirmation, 1%, and 2"%).

Groups Sample of confirmation 1% Sample 2" Sample Homogeneous
amples Sc S1 S2 Groups*

PDT+NAC 49.52 * 10° 1230 0 A
NAC 85.66 * 10° 1040 0.2 A
PDT 27.00 * 10* 330 25.4 B
Ca(OH): 43.12 * 108 492.6 0.5 A
Saline solution 39.18 * 10° 505.2 415.9 B

*Different letters mean statistically significant differences (p<0.05)
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Figure.1 Representative photomicrography of canal walls after treatment : A) PDT+NAC:
absence of E.faecalis in canal walls and dentinal tubules (5000X); B) NAC: absence of
E.faecalis in canal walls and dentinal tubules (original magnification, 5000X); C) Ca(OH)z:
presence of E. faecalis (original magnification, 5000X); D) Presence confirmation of
E.faecalis in Ca(OH). group (original magnification, 10000X); E) PDT: presence of E.
faecalis (original magnification, 5000X); F) Presence confirmation of E.faecalis in PDT group
(original magnification, 10000X); G) control group show E.faecalis presence in dentinal
tubules entrance (original magnification, 5000X); H) Presence confirmation of E.faecalis in
control group (original magnification, 120000X).
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Figure.2 The statistical difference among treatment groups concerning the mean of alive

bacteria inside of dentinal
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Figure 3. CLSM of E. faecalis infected dentinal tubules after treatment: Illustrative images of
dentinal tubules by CLSM after treatment with PDT+NAC cervical third (A), PDT+NAC
apical third (B), NAC cervical third (C), NAC apical third (D), PDT cervical third (E), PDT
apical third (F), Ca(OH)2 cervical third (G), Ca(OH). apical third (H), saline solution cervical
third (1), saline solution apical third (J).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Neste estudo, foram utilizados dois protocolos diferentes, mas
complementares, para realizar trés testes, a fim de obter resultados mais
confidveis, para avaliar a agdo antimicrobiana da pasta NAC com ou sem PDT
(LASER diodo da baixa intensidade associado ao corante azul de metileno) em
dentes humanos extraidos (in vitro). A primeira metodologia utilizada permite
avaliar a atividade antimicrobiana intracanal por meio de teste de cultura
microbiologia por contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC/mL),
referente ao contetdo coletado do canal radicular.

Muitos estudos que avaliam a agdo antimicrobiana dos medicamentos
intracanais baseadas na metodologia de cultura relatam inabilidade de varios
espécies orais de crescer em condicdes laboratorios artificiais (Siqueira e Rogas
2004).

No experimento de cultura, os resultados mostraram efeito
antimicrobiano semelhante nos grupos de PDT+NAC NAC e Ca(OH)..
Verificou-se que o PDT aumentou o poder antimicrobiano da pasta NAC, no
entanto, o grupo da PDT apresentou acdo antimicrobiana muito baixa,
comparando com 0s outros grupos. Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente entre o grupo PDT e o grupo de controle negativo (solugéo
salina).

Palaniswamy et al. (2016), ao avaliarem a ac¢do antimicrobiana da NAC
sobre biofilmes de E. faecalis, concluiram que a NAC tem acdo antimicrobiana
semelhante ao CLX 2% como medicacdo intracanal, porém a combinacdo dos
dois mostrou uma maior acdo antimicrobiana. Aléem disso, em um estudo mais
recente, Choi et al. 2017, sugeriram usar a NAC como medicagao intracanal pela

alta eficicia contra varios micro-organismos, incluindo E. faecalis. N0ssos
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resultados, mostraram que a NAC apresentou poder antimicrobiano alto contra
biofilmes de E. faecalis. Esses resultados sdo semelhantes a outros estudos que
relatam a NAC como agente antimicrobiano eficaz (Ulusoy et al. 2016; Silveira
et al. 2013; Quah et al. 2012).

Além disto, no presente estudo, utilizou-se biofilmes incubados por 21
dias, que possuem maior resisténcia aos antimicrobianos do que as bactérias
planctnicas e biofilmes incubadas por duas semanas ou menos (Shen et al.,
2011) comprovando que realmente a NAC é eficaz contra E. faecalis.

Eroshenko et al. 2017, que avaliaram a acdo antimicrobiana da NAC
sobre varios micro-organismos, tanto gram-positivos quanto gram-negativos,
concluiu-se que o crescimento e a formagcdo do biofilme destes micro-
organismos foram significativamente inibidos pela NAC. Ainda, a formacéo de
biofilme e o crescimento da cultura mista de P. acnes e S. epidermidis foram
significativamente desacelerados com a NAC (12,5 mg/ml), o que sugere a NAC
como um agente alternativo promissor para a prevencao de infec¢des associadas
ao biofilme. Além disso, Quah et al. 2012 acreditam que a NAC tem uma acao
antimicrobiana contra as ambas formas de E. faecalis, tanto a plancténica quanto
no biofilme. O seu principal mecanismo de ac¢do antimicrobiana consiste na
diminuicdo da formacdo de biofilme (Marchese, 2003; Peérez-Giraldo et al.,
1997; Schwandt et al., 2004), reducédo da producdo da matriz de polissacarideo
extracelular, interrompendo biofilmes maduros e reduzindo a aderéncia de
bactérias nas superficies (Marchese, 2003; Olofsson et al., 2003).

Embora no presente estudo e no estudo de Ulusoy et al. 2016 ao se
utilizar NAC sozinha, a acdo antimicrobiana tenha sido satisfatoria, ambos
estudos ndo mostraram poder antimicrobiano superior do NAC em relacéo ao
Ca(OH)s,.

O Ca(OH), é amplamente utilizado na desinfec¢do dos canais radiculares

devido a sua acdo antimicrobiana, capacidade solvente de tecidos e inducdo de
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mineralizacdo (Salgado et al., 2009). A atividade antimicrobiana do mesmo esta
associada a seu alto pH (Salgado et al., 2009), que € dependente da
disponibilidade de ions hidroxila na pasta (Siqueira, Lopes, 1999). Em seu
estudo, Valera et al. (2016) verificaram que Ca(OH), como medicacédo
intracanal eliminou 100% de E. faecalis. No presente estudo também se
verificou a efetividade deste medicamento, com 61.19% de eliminagao de
E.faecalis.

Verificou-se que PDT ndo mostrou bons resultados, o que esta de acordo
com os resultados de Benvindo et al. 2008 que avaliaram o efeito
antimicrobiano do LASER, com diferentes intensidades, com ou sem corante
azul de metileno. Verificaram auséncia de efeito antimicrobiano do LASER,
tanto com fotosensibilizador quanto sem, sobre dois tipos diferentes de micro-
organismos Gram-Positivo e Gram-Negativo.

Embora a maioria das pesquisas demonstre resultados que convergem ao
relacdo aos efeitos bactericidas (Hoedke et al., 2017; Trindade et al., 2017;
Schulte-Linzum et al., 2017), o grupo tratado com PDT néo apresentou poder
antimicrobiano, evidenciando ndo haver qualquer efeito bactericida ou
bacteriostatico nos parametros utilizados, 0 que concorda com outro estudo
recente (Rosa et al. 2017)

A PDT pode ser descrita como um tratamento que utiliza fontes de luz
para estimular um agente de foto-sensibilizacdo, em presenca de oxigénio. A
PDT, ou desinfeccdo foto-ativada, usa a luz com comprimento de onda
especifico para estimular um corante ndo toxico fotoativo, chamado de foto-
sensibilizador (Lee et al., 2004). Entretanto, verificou-se que a associacdo ao
PDT+NAC foi mais eficaz na luz do canal e na cultura bacteriana. No presente
estudo, ndo foi possivel comparar o efeito antimicrobiano da NAC+PDT, devido

a auséncia de tal estudo na literatura com resultados anteriores.



40

No presente estudo, no grupo controle (solucdo salina), houve uma baixa
reducdo de micro-organismos. Esta reducdo se deve exclusivamente ao PBM,
com abundante irrigacdo dos canais radiculares, comprovando que a solugédo
salina ndo apresenta atividade antimicrobiana (Bystrom e Sundgvist 1983).

Quando se avaliou os tratamentos propostos por CLSM, verificou-se
semelhangas em todos grupos, sendo que na analise mais profunda,
numericamente Ca(OH), foi superior. No entanto Quah et al., 2012, concluiram
que a NAC mostrou uma contagem menor de bactéria viva comparada ao
Ca(OH),, mostrando maior acdo antimicrobiana. Nossos resultados foram
diferentes, com um poder antimicrobiano igual em todos os grupos de
tratamento, exceto o grupo controle. Além disso, ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos de tratamento, o que mostra que o PDT contribui para a redugéo

microbiana direta sobre as bactérias na luz do canal.

Sendo assim, pelo presente estudo verificou-se que:

e A pasta da NAC associada ou ndo ao PDT mostrou resultados
semelhantes da pasta de Ca(OH), na anéalise microbioldgica;

e A PDT sozinho apresentou resultados semelhantes ao grupo
controle negativo na analise microbioldgica, mas foi semelhante aos grupos
NAC+PDT, NAC e Ca(OH),no CLSM.
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APENDICE A- Detalhamento metodolégico

o ATIVIDADE ANTIMICROBIANA INTRACANAL (UFC/mL)

Foram utilizados 50 dentes humanos uniradiculares, com um canal
unico, recem-extraidos, por motivos ortodonticos ou doenca periodontal, de
umas clinicas particulares no estado Sdo Paulo, os dentes foram distribuidos

aletoriamente por 5 grupos de tratamento, com 10 dentes de cada um grupo.
a- Preparo das raizes

A selecdo dos dentes foi baseada nas dimensbes e similaridades
morfoldgicas da raiz. As coroas foram seccionadas com disco de carborundum,
padronizando o comprimento dos espécimes em 16+ 0,5 mm e realizado o
desbridamento foraminal com lima K #15.

A instrumentacdo inicial dos canais radiculares foi realizada em toda a
sua extensdo, desde seu didmetro anatémico até a lima tipo Kerr n° 30 (Dentsply
Ind. Com. Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil). Os canais foram irrigados com 3 mL de
solucéo salina fisiologica a cada troca de instrumento. Ap6s o preparo inicial, 0s
canais foram preenchidos com 4&cido Etilenodiaminotetracético trisodico
(EDTA) (Inodon, Porto Alegre, RS, Brasil) por 3 minutos e irrigados com 10
mL de solugéo salina fisiologica. Em seguida, foi realizado vedamento da regido
apical dos dentes com resina composta fotopolimerizavel Z-100 (3M, Saint Paul,
USA) e as raizes impermeabilizadas externamente com uma camada de adesivo

epoxi (Brascola, Sdo Paulo, SP, Brasil), exceto a regido da abertura cervical.
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Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em placas de cultura
celular de 24 pogos (TPP, Switzerle), com 10 dentes em cada e fixados com
resina acrilica quimicamente ativada (Dencor - Artigos Odontolégicos Classico,
S&o Paulo, SP, Brasil). As placas foram tampadas e embaladas. Estas placas e
todos os materiais utilizados foram esterilizados por radiagdo gama com cobalto
60 (20 KGy por 6 horas) (Maekawa et al., 2011).

b- Formacao do Biofilme nos Canais Radiculares

O microrganismo E. faecalis (ATCC 29212), qual foi semeado em
placas de Petri contendo caldo infuso-cérebro-coragdo (BHI) (Himedia
Laboratories, Mumbai, India). As placas foram incubadas em estufa
microbiolégica a 37°+1°C por 48 horas. A partir do crescimento nas placas,
foram preparadas suspensfes em solucdo salina fisioldgica estéril e epirogénica
contendo 10° céls/mL com leitura em espectrofotdmetro. Em ambiente estéril
(camara de fluxo laminar), todos os canais radiculares foram contaminados
primeiramente com 5 uL da suspensédo de E. faecalis e colocacdo de 10 uL de
caldo BHI. Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algodéo
epirogénica embebida em caldo BHI. As amostras foram armazenadas a 37 +
1°C com uma atmosfera Umida durante 21 dias, numa incubadora, e 20 mL de

caldo BHI foram adicionados nos canais radiculares cada 2 dias. (Figura.l)
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Figura.1l A sequéncia de contaminacdo (A= contaminar com 10 uL da suspenséao
de E. faecalis e colocacdo de 10 uL de caldo BHI, B= fechar com bolinha de

algodao, C=trocar o meio a cada 2 dias, D= tampar a placa).

Apobs o periodo de contaminacéo (21 dias), foi realizada coleta de todas

as amostras dos espécimes para confirmacdo da contaminacdo dos canais

radiculares (coleta de confirmagéo).

c- Coletas do contetudo do canal radicular

Todas as coletas dos canais radiculares (Figura 2) foram realizadas da
mesma forma: os canais foram preenchidos com solucdo fisioldgica epirogénica
e foram agitadas com auxilio da seringa de 1 ml, e os contetdos foram coletadas
com cones de papel, os quais foram transferidos para tubos

tipo eppendorf contendo 900 uL de solucdo fisioldgica epirogénica. Para todas
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as amostras coletadas, foram realizados testes microbioldgicos com contagem de
UFC/mL para verificar presenca de micro-organismos.

Foram realizadas entdo 3 coletas: Primeira Coleta: foi realizada
imediatamente apds 21 dias de formacdo de biofilmes e serviu para verificar a
contaminacdo dos canais radiculares; Segunda Coleta: foi realizada
imediatamente apos a instrumentacdo; Terceira Coleta: foi realizada ap6s 14

dias de instrumentacéo e de utilizacdo dos diferentes protocolos de tratamento.

Figura.2 A sequéncia de Coleta de confirmacgéo (A= tirar bolinha de algodao, B=
coletar com cone de papel, C= colocar o cone no eppendorf 1, D= agitar o
eppendorf, E= despejar 100l do conteudo de eppednorf para plaquiar, F=

passar a alca).
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d- PBM dos Canais Radiculares

Foi realizado o preparo dos canais com a técnica mecanizada
reciprocante com limas do sistema Reciproc (VDW - Germany), R40. Os canais
foram irrigados a cada terco do canal com 5mL da solucdo salina totalizando 15
mL e em seguida foi realizada a segunda coleta, imediatamente apds a

instrumentacdo para analise UFC/mL.

e- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das medicacdes intracanal

As raizes receberam o0s seguintes tratamentos;

e NAC - Somente NAC (pasta de NAC com solucdo salina).

e PDT - LASER Diodo.

e PDT + NAC: NAC (pasta de NAC com solucéo salina) mais o LASER
diodo.

e Ca(OH),: pasta de hidroxido de calcio e solugéo salina.

e Grupo controle: (Canais preenchidos com Solucéo salina).

f- Protocolos de tratamento:

e NAC - Protocolo da NAC
A concentracéo foi utilizada da NAC, é (1 g de po, manipulada com 1 mi

da solucdo salina), e a pasta foi inserida com auxilio de lima k#30.

e PDT - Protocolo de LASER Diodo
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A PDT foi realizada utilizando 0,005% de azul de metileno como um
fotossensibilizador e um LASER de diodo (660 nm de comprimento de onda)
com poténcia de 40 mW (MMOptics Ltda, Sdo Carlos, Brasil). O
fotossensibilizador foi colocado nos canais por 5 minutos. A ponta Optica do
LASER (0,40 mm de diametro e 16 £ 0,5 mm de comprimento da superficie
ativa) foi colocada no canal e o LASER foi ativado por 2 minutos sem intervalo,
com um movimento helicoidal de apical para cervical. Uma intensidade total de
aproximadamente 120,0 JJCm/Cmz2 foi aplicada em cada canal. Posteriormente,
os canais foram enxugados utilizando 5 mL de solucdo salina, e depois foram

secados com cones de papel esterilizados #40.

e PDT+NAC
Neste grupo foram aplicados dois protocolos de tratamento, a PDT com
0 mesmo tipo usado no grupo b, e com mesma poténcia e comprimento da onda
foi aplicado, E depois foi aplicada a pasta da NAC, com a concentracdo usada

no primeiro grupo.

e Grupo Ca(OH);

Foi usada neste grupo, uma pasta de hidroxido de calcio e a solucéo
salina com concentracdo de uma pasta de consisténcia apropriada para ser
aplicada como medicacéo intracanal (1:1), como um grupo controle positivo,
para avaliar a deferéncia entre este grupo e as outras onde serdo usados outros

protocolos de tratamento.

e Grupo controle
Como € grupo negativo ndo foi aplicada nenhuma medicacéo intracanal,

somente solucgéo salina.



55

e ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEV) E MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER
(CLSM)

Foram utilizados 30 dentes para realizar os testes de MEV e CLSM de

acordo com Arias 2013.

a- Preparo dos blocos

Os dentes foram seccionados com disco de carburundum, padronizando
0 comprimento dos espécimes em 12+/- 0,5 mm. Apos, foi feito o
desbridamento inicial com lima K #15, 20, 25, e 30. Para maior
descontaminacdo dos espécimes, esses foram submetidos a um banho
ultrassénico, imersos em NaOCI 1%, seguido com EDTA 17%, finalizado com
soro fisiologico, 10 minutos para cada um. Apds as raizes foram
impermeabilizadas externamente com uma camada dupla de esmalte de unha
vermelho, com tempo de secagem de 24 horas, para entdo serem autoclavados
dentro de um microtubo de 2mL, contendo soro fisioldgico estéril, para manter

as amostras hidratadas.

b- Contaminacao dos blocos

Os blocos foram inseridos em microtubos contendo 1ml de meio de
cultura BHI e submetidos a um banho ultrassénico durante 15 minutos para que
0s espécimes se mantenham hidratados e para que o meio de cultura alcance

maxima penetracdo nos tubulos dentinarios.
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Em seguida, foi realizada a contaminagcdo com o E. faecalis, por um
periodo de 5 dias, realizando trocas periddicas de forma asséptica, em ambiente
estéril, trocando o meio de cultura por um meio novo, além de ciclos de
centrifugacao. Iniciando com a execucéo de culturas a partir de cepa congelada,
primeiramente para tubos de ensaio com 3 ml de meio de cultura de BHI. Estes
ficardo incubadas na estufa 37 + 1°C por 24 horas. A partir desta cultura
reativada, um frasco com meio de cultura, de volume maior para conducéo do
experimento, foi contaminado, e aguardado na estufa por 24 horas.

No primeiro dia, a suspensdo de E. feacalis foi padronizada a uma
concentracdo de 3x10% UFC/mL, e armazenada na estufa por 7 horas, para que o
microrganismo esteja na fase de crescimento exponencial durante a
contaminacéo dos blocos. Enguanto isto, o caldo BHI, que foi usado no banho
ultrassénico, foi removido do microtubo e descartado, e depois de 7 horas, 1 ml
da suspensdo foi inserido no interior do tubo de eppendorf. Os microtubos de
eppendorf foram levados a centrifugacdo em quatro velocidades (1400g, 2000g,
36009, 560009), por duas vezes em cada uma destas, por 5 minutos, a 25 °C.

Entre cada centrifugacdo, a suspensédo de E. faecalis foi renovada, e ao
finalizar a centrifugacdo, foi colocado nos microtubos, contendo os espécimes,
uma solucéo estéril do BHI, para entdo serem incubados na estufa a 37 = 1°C,
por 24 horas. Decorridas as 24 horas, foi trocado o caldo BHI por um novo
esterilizado, e realizada outra centrifugacdo, porém apenas com a velocidade de
3600g, por 5 minutos, a 25 °C.

No terceiro dia, foi repetido o protocolo do primeiro dia, e no quarto dia
foi repetido o protocolo do segundo dia. Assim, no quinto dia os espécimes

foram contaminados. (Figura 3)
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Figura 3 A sequéncia das centrifugactes (A= banho ultrassonico das amostras,
B= as amostras com BHI, C= centrifugacdo com velocidade 1400g, D=
centrifugacdo com velocidade 2000g, E= centrifugacdo com velocidade 3600g,

F= centrifugacdo com velocidade 56009)

c- Grupos de tratamento

Os especimes receberam 5 grupos de tratamento, de modo que foram
preenchidos com a pasta da NAC, NAC e o LASER, e Ca(OH)2, e grupo

LASER. Foi utilizado o protocolo explicado anteriormente. Apds, 0s espécimes
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foram imersos em microtubos contém 1 ml de agua destilada, e aguardados em
estufa 37+ 1°C por 7 dias. Apos, 0s espécimes foram irrigados com soro
fisiologico esterilizado para remover a medicacdo intracanal, e seccionados
longitudinalmente por meio de disco diamantado de precisdo em méaquina de
corte sob refrigeracdo, e depois o smear layer foi removida com os dentes
emersos em EDTA 17% por 5 minutos, e depois 0s espécimes foram lavados

com 500 pL de soro fisioldgico esterilizado.

d- Analise da MEV

Utilizou-se 10 espécimes de dentina semicilindricas (dois de cada
grupo), que foram fixados em 4% de paraformaldeido. Os espécimes foram
desidratados por concentracOes crescentes de etanol (70, 80, 90, 100%), secos
usando um secador de ponto critico, e por pulverizacdo catodica revestido com
ouro-paladio num evaporador de vacuo. A presenca de bactérias nos tubulos
dentinérios foi observada por MEV com uma ampliacdo de 5000-10000 x

operando em 7-8 kV).

e- Andlise por CLSM

Foram utilizados 20 espécimes de dentina semicilindricas (quatro de
cada grupo), os espécimes foram corados por 10 minutos com 30 pL do Kit para
viabilidade bacteriana LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit L-7012
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA), onde os corantes foram misturados
numa proporcdo de 1:1. As bactérias que apresentaram membranas celulares
intactas foram tingidas em verde, enquanto que as bactérias com membranas

danificadas foram coradas de vermelho. Em cada espécime foram avaliadas
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areas aleatdrias utilizando o CLSM (Leica TCS-SPECLSM, Leica Microsystems

Inc., Heidelberg, Alemanha) usando uma lente de 40X.
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