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Melo PBG. Uso de ultrassom associado a terapia fotodinAmica antimicrobiana na
remocao de lesdo cariosa artificial em dentina [dissertacédo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

Visando uma abordagem mais conservadora durante a remocao da cérie dentaria,
torna-se importante a avaliagdo de novos dispositivos que minimizem o desgaste da
estrutura dentinaria e terapias complementares que promovam a descontamina¢ao da
dentina remanescente. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a eficiéncia
do uso do ultrassom descariador ap6s a remocao da camada de dentina infectada e
a acado da terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) mediada por curcumina na
descontaminacdo da camada de dentina afetada. Previamente aos experimentos, foi
determinado o melhor solvente para solubilizar a curcumina, o tempo pré-irradiacéo
mais adequado e a concentracdo inibitoria e bactericida minima (CIM e CBM) da
curcumina. Apos, foram obtidos espécimes de dentina bovina (n=187), medindo 4x4x2
mm e realizou-se analise de microdureza Knoop superficial para padronizacdo dos
espécimes (29,4 +3 KHN). Foram induzidas lesdes artificiais de carie na dentina com
cepa de Streptococcus mutans (modelo biolégico) de acordo com o protocolo
estabelecido apos analise por luz polarizada. A camada de dentina infectada foi
removida por 1 min, com as técnicas: fresa esférica em baixa rotacao, escavador de
dentina (cureta) e ultrassom descariador. Para avaliacdo da taxa de remocéo (n=10),
0s espécimes foram pesados em 3 momentos: T1 (previamente a inducéo), T2 (apos
inducdo) e T3 (apbs a remocao). Em seguida, realizou-se andlise de microdureza
Knoop longitudinal (n=10). Para analise quantitativa de células viaveis (UFC/mL), os
espécimes (n=9) foram irradiados uniformemente com sistema de iluminacao a LED
(Biotable, MMOptics) em comprimento de onda de 460 nm com dose/densidade de
energia de 15 J/cm?apds a remocdo da dentina cariada. Adicionalmente, avaliou-se a
viabilidade celular por meio da microscopia confocal (n=2). Aplicou-se teste de
Shapiro-Wilk (para normalidade) e ANOVA a 1 e a 2 fatores com nivel de significancia
de 5%. A CIM e a CBM da curcumina foi de 67,5 uM incorporada ao solvente
Dimetilsulfoxido (DMSQO). O tempo pré-irradiacao foi de 5 min. De acordo com a
analise de luz polarizada, o protocolo utilizado para a inducdo da lesé@o cariosa foi de
7 dias. De acordo com a taxa de remocdo, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os tempos T1 e T2 (baseline). Ja em relacdo aos tempos T2 e T3,

houve diferenca estatistica significante (p<0,029). Grupos tratados com ultrassom,



promoveram menor taxa de remog&o. Na microdureza longitudinal, considerando as
técnicas de remocdo, nas mesmas profundidades, quase em todos 0s grupos
observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Considerando as diferentes
profundidades em um mesmo grupo, houve diferenca significativa em todas as
profundidades (p<0,05). Os grupos tratados com TFDA apés a remocao da camada
de dentina infectada, demonstraram diferenca estatistica significante quando
comparado aos grupos nao tratados (p<0,01). De acordo com os resultados de
UFC/mL e viabilidade do biofilme de Streptococcus mutans observou-se reducdo apés
aplicacdo da TFDA. De forma geral, pdde-se concluir que o ultrassom descariador é
eficiente para a remocao da camada de dentina infectada e a TFDA pode ser utilizada
como terapia complementar com a finalidade de reduzir as bactérias presentes na

camada de dentina afetada.

Palavras — chave: Terapia por ultrassom. Fotoquimioterapia. Carie dentaria.

Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

Aiming for a more conservative approach during caries lesion removal, it is important
to study new devices that minimize wear of the dentin structure and complementary
therapies that promote the decontamination of the remaining dentin. Thus, the aim of
this study was to evaluate in vitro the efficiency of the infected dentin layer removal
with low power ultrasound device and after removal, the effect of curcumin-mediated
antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) in the affected dentin layer. Prior to the
experiments, the best solvent for solubilizing curcumin, the most appropriate pre-
irradiation time and the minimal inhibitory and bactericidal concentration MIC and MBC
of curcumin were determined. Afterwards, bovine dentin specimens (n=187) were
obtained, measuring 4x4x2 mm and superficial Knoop microhardness analysis was
performed to standardize the specimens (29.4 £ 3 KHN). Atrtificial caries lesions were
induced in the dentin with Streptococcus mutans strain (biological model) according to
the protocol established after polarized light analysis. The carious dentin was removed
for 1 min using the following methods: low-speed rotation spherical bur, dentin
excavator and ultrasound device. To evaluate the removal rate (n=10), the specimens
were weighed in 3 times: T1 (previously induction), T2 (after induction) and T3 (after
removal). Afterwards, a longitudinal microhardness analysis was performed (n=10).
For quantitative analysis of viable cells (CFU/mL), the specimens (n=9) were uniformly
irradiated with an LED lighting system (Biotable, MMO) at a wavelength of 440 nm with
a dose/energy density of 15 J/cm? after removal of affected dentin. Cell viability was
assessed using confocal microscopy (n=2). Shapiro-Wilk test (for normality) and
ANOVA with 1 and 2 factors were applied with a 5% significance level. The MIC and
MBC of curcumin were 67.5 UM incorporated into the Dimethylsulfoxide (DMSO)
solvent and the pre-irradiation time was 5 min. According to the polarized light analysis,
the protocol used to induce the carious lesion was 7 days. According to the removal
rate, there was no statistical difference between T1 and T2 (baseline). Regarding the
T2 and T3 time, there was a statistically significant difference (p<0.029). Groups
treated with ultrasound, showed a Ilower removal rate. In the longitudinal

microhardness, considering the removal methods, at the same depths, in almost all



groups there was a statistically significant difference (p<0.05). Considering different
depths in the same group, there was a significant difference in all depths (p<0.05). The
groups treated with aPDI after removing the infected dentin layer, there was a
statistically significant difference when compared to the groups that were not treated
with aPDI (p<0.01) according to the results of the CFU/mL analysis and the viability of
Streptococcus mutans was reduced after the application of the aPDI. In general, it can
be concluded that the ultrasound device is efficient for the conservative removal of
infected dentin layer and aPDI can be used as complementary therapy in order to
reduce the bacteria present in the dentin layer it affected.

Keywords: Ultrasonic therapy. Photochemotherapy. Dental caries. Streptococcus

mutans.
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1 INTRODUCAO

A cérie dentaria é uma doenca de etiologia multifatorial' e um dos principais
fatores que colaboram com o seu desenvolvimento é a formacgdo de produtos finais
produzidos por microrganismos bucais acidogénicos durante o metabolismo de
carboidratos®. Dessa forma, a remogdo mecanica do biofilme é fundamental* para
diminuir a presenca desses microrganismos acidogénicos, os quais estao diretamente
ligados a progressdo da doenca carie®>’. Quando ocorre um desequilibrio no meio
bucal, o biofilme cariogénico se altera e o ambiente seleciona os grupos microbianos
mais resistentes ao ataque acido. Alguns grupos sdo mais predominante devido sua
capacidade de sobreviver em ambiente &cido, como o0 Streptococcus mutans, que
possui grande importancia no inicio e progressao da lesdo de carie?%11

Por se tratar de um processo altamente dinamico, o desequilibrio entre a
desmineralizacdo e a remineralizacéo pode auxiliar no desenvolvimento e progressao
da doenca®?>'5, Com a presenca de carboidratos fermentaveis na cavidade bucal, a
estrutura dental é desmineralizada, no entanto, pode ser reparada a medida que o0s
acidos produzidos pelas bactérias sdo neutralizados, remineralizando a estrutura do
dente'*'6. Quando nao ocorre essa remineralizacéo, ocorre a dissolucédo dos tecidos
duros dentais devido a perda liquida de minerais, sendo possivel observar a formacéao
de uma lesdo cariosa®*37. Assim, os processos dinamicos que ocorrem no biofilme,
promovem a desmineralizacdo do esmalte, que se ndo tratada, evolui para a dentina'?

Quando a lesdo de carie ndo é tratada em seu estagio inicial atingindo um
estagio avancado da doenca carie, torna-se importante restaurar a integridade do
elemento dental, de modo que o paciente tenha sua funcéo restabelecida. Dessa
forma, com a cavitacdo do esmalte, a dentina € desmineralizada devido ao acumulo
de biofilme no interior da cavidade'?. Ocorre também, a reducéo do contetido mineral,
aumento da porosidade devido a variacdo na estrutura do colageno dentinario e
alteracdo de proteinas néo colagenosas?®

A dentina cariada é composta por duas camadas'®?. A primeira camada,
(conhecida também como camada externa ou dentina infectada), formada por uma
zona necrética superficial e amolecida, rica em bactérias e incapaz de remineralizacéo
e a segunda camada (conhecida também como camada interna ou dentina afetada),
formada por uma dentina mais firme, capaz de remineralizar-se!®?!, Para evitar a

atividade cariogénica e fornecer uma base bem mineralizada de dentina para
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confeccdo da restauracdo, antigamente o operador realizava a remogao completa
dentina cariada (infectada e afetada)??. No entanto, a remoc¢do completa da lesdo
cariosa pode resultar em exposicéo pulpar?®?3, o que demanda cuidado especial do
profissional durante o tratamento dessas lesées??.

Visando abordagens conservadoras e preconizando a Odontologia
minimamente invasiva, a remocdo da lesdo cariosa deve ser realizada
parcialmente??24, Neste método remove-se a camada de dentina infectada (toda a
camada externa) e preserva-se a camada interna (composta pela dentina afetada), a
qual é passivel de remineralizar-se??2°,

Varias alternativas para a remocéo da lesdo cariosa e limpeza da cavidade sédo
utilizadas, sendo alguns deles: escavagdo com instrumento manual, fresas esféricas
e laser de alta intensidade?®. O método de escavacdo manual possui a melhor relacdo
entre a eficacia de remocao da lesdo cariosa e eficiéncia®®. Visando desenvolver e
investigar novas tecnologias que possibilitem a remocéo da leséo de carie em dentina
de forma conservadora, foi desenvolvido um dispositivo ultrassonico, denominado de
ultrassom descariador. Esse equipamento possui a capacidade de realizar remocéo
conservadora da dentina cariada, capaz de remover somente a camada de dentina
infectada, preservando a camada de dentina afetada. Dentre suas vantagens estao a
realizacdo de corte preciso e seletivo?’?®, diminuindo ainda mais as chances de
exposicao pulpar.

Apds a remocéao, prossegue-se com os passos do procedimento restaurador??.
Isso é possivel, porque as bactérias cariogénicas sao isoladas de sua fonte de nutricao
pela restauracdo e consequentemente acabam morrendo ou permanecem
adormecidas pela falta de nutrientes, ndo representando risco a polpa??. No entanto,
para diminuir a possibilidade de caries secundarias futuras, é importante reduzir a
guantidade de bactérias presente na camada de dentina afetada. Dessa forma, a
terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA), pode ser um método complementar
promissor para promover a descontaminacdo dentinaria previamente a futura
restauracdo?®, reduzindo a quantidade de bactérias presentes no local. Em estudos
gue utilizaram substrato de dentina em diferentes modelos in vitro de inducdo da leséo
cariosa e modelos in vivo, os resultados utilizando a terapia fotodinamica
antimicrobiana, foram favoraveis!830-32,

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) consiste na associacdo de um

fotossensibilizador e uma fonte de luz, na presenca de oxigénio®33, O
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fotossensibilizador se liga a célula-alvo e é ativado pela luz em comprimento de onda
especifico. Apos, o fotossenbilizador pode perder energia por meio de emissédo de
fluorescéncia ou calor, retornando ao seu estado original ou convertido a um estado
tripleto excitatério®* ou gerar espécies reativas de oxigénio por meio de duas
reacdes®*, sendo elas: reacdo tipo | ou reacéo tipo Il. Na reacgéo tipo | ha producéo de
radicais livres por meio da transferéncia de elétrons do fotossensibilizador no estado
tripleto para um substrato dentro das células®. Esses radicais livres interagem com o
oxigénio, causando morte celular. J& na reacédo tipo Il, a transferéncia de energia
ocorre entre o fotossensibilizador excitado e o oxigénio molecular no estado
fundamental, produzindo oxigénio singleto que pode interagir com um grande namero
de moléculas na célula para gerar produtos oxidados?°3>36, Com isso, é possivel a
realizacéo de multiplas aplicacdes de forma segura e néo invasiva, nao representando
risco de toxicidade®’.

Dentre os fotossensibilizadores mais utilizados atualmente na Odontologia, a
curcumina, principal constituinte do acafrdo em po, tem sido utilizada ha séculos pela
medicina como pigmento alimentar e tempero8. A curcumina € um composto isolado
da Curcuma longa L. e possui propriedades farmacologicas, como acdo anti-
inflamatdria, anticancerigena e anti-infecciosa ¢7-3%). Além disso, possui baixo custo,
facil manuseio e amplo espectro de absorgdo, que variam de 300 - 500nm?’. Apesar
de existirem varias fontes de luz, que podem ser utilizadas na TFDA, a luz azul emitida
por diodo emissor de luz (LED) emite o comprimento de onda especifico para a
curcumina exercer seus efeitos fototdxicos%-42,

Os LEDs (light emitting diodes), sédo aparelhos que apresentam uma fonte de
luz de alta poténcia, fornecendo uma luz confiavel e promovendo uma iluminacao
ampla e homogénea da superficie*®. Além disso, possuem facil utilizacdo e vida
longa*4.

Dessa forma, com o avanco da Odontologia minimamente invasiva, é
importante realizar estudos que visem o desenvolvimento de novos equipamentos que
removam a cérie dentéria de forma conservadora, bem como terapias adjuvantes que

auxiliem na descontaminacéo da dentina afetada
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7 CONCLUSAO

Com base nas condi¢des experimentais do presente estudo e de acordo com a
metodologia empregada, foi possivel concluir que:

« A concentracdo inibitéria e bactericida minima (CIM e CBM) da curcumina foi
de 67,5 UM incorporada ao solvente DMSO.

» O tempo pré-irradiacdo da terapia fotodinAmica antimicrobiana (TFDA) foi de 5
minutos.

» O protocolo utilizado para a inducéo da lesédo cariosa por meio do modelo
biolégico utilizando Streptococcus mutans foi de 7 dias.

» O ultrassom descariador foi eficiente para a remocao de dentina cariada de
forma conservadora, preservando maior quantidade de dentina higida quando
comparado as outras técnicas, apresentando menor taxa de remocao.

+ O tratamento com a TFDA mediada por curcumina nao interferiu nos valores
de microdureza da dentina quando comparado aos grupos sem TFDA.

* A TFDA pode ser utilizada como terapia complementar, ja que promoveu efeito
antibacteriano na dentina afetada, reduzindo a quantidade de bactérias
remanescentes.

+ De forma geral, o ultrassom descariador foi eficiente, realizando remocéo
conservadora da carie dentaria e a TFDA pode ser utilizada como terapia
complementar com a finalidade de reduzir as bactérias presentes na dentina

afetada.
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