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Rondén Ordoiiez LF. Eficiéncia das técnicas de remocédo e da terapia fotodinamica
antimicrobiana na preservacdo da dentina afetada induzida por modelo biolégico
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

Técnicas alternativas para a remocao e desinfeccédo de lesdes cariosas na dentina
devem ser avaliadas. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar in vitro a eficiéncia
do ultrassom em comparacdo a outras técnicas associadas a terapia fotodinamica
antimicrobiana (TFDA) mediada por curcumina na remocédo e desinfeccdo de
dentina. Previamente aos experimentos, foram determinados o tempo de pré-
irradiacdo e a concentracao inibitéria e bactericida minima (CIM e CBM) da
curcumina. Apos, foram obtidos espécimes de dentina bovina, medindo 4x4x2 mm e
realizou-se analise de microdureza Knoop superficial para padronizacdo dos
espécimes (31,75+4,79 KHN). Foram induzidas lesdes artificiais de cérie na dentina
com cepa de Streptococcus mutans e Actinomyces naeslundii (modelo bioldgico)
verificadas por meio de microscopia de luz polarizada e microradiografia transversal.
As técnicas de remocdo utilizados foram: fresa esférica (FE), escavador de dentina
(ED) e ultrassom (UL). Adicionalmente, as técnicas de desinfeccdo foram: sem
descontaminacédo (SD), terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) e clorexidina
(CL). A TFDA foi usada com curcumuina na concentracdo de 320 uM, fonte de luz
LED (Biotable, MMOptics) comprimento de onda de 440 nm com doses de luz da
ordem de 15, 60 e 100 J/cm?. Foram realizadas a avaliacdo da capacidade de
remocdo das diferentes técnicas, por meio da taxa de remocdo (n=9), em 3
momentos: T1 (previamente a inducdo), T2 (ap0Os inducéo) e T3 (apOs a remocao).
Avaliacdo quantitativa de células viaveis (UFC/mL) para ambas as bactérias (n=9) e
analise de microdureza Knoop longitudinal (n=9) em 5 profundidades. Aplicou-se
teste de Shapiro-Wilk (normalidade) e Levene (homoscedasticidade). ANOVAaZ2ea
3 fatores com nivel de significancia de 5%. A CIM e a CBM da curcumina foi de 1,25
MM, no entanto, uma concentracdo mais alta de 320 uM foi utilizada para exercer
melhor seu efeito antibacteriano. O tempo pré-irradiacdo foi de 5 min. De acordo
com a taxa de remocdo, ndo houve diferenca entre os tempos Tl e T2. Ja em
relagdo aos tempos T2 e T3, houve diferenca estatistica significante (p<0.05).
Grupos tratados com UL, promoveram menor taxa de remocdao, seguidos pelo ED e
a FE. Na Avaliacdo de UFC/mL nos grupos de TFDA o menor crescimento
bacteriano se registrou com o uso do UL com doses de luz de 60 J/cm? para ambas
as bactérias. Na microdureza longitudinal, independentemente do grupo testado,
houve um aumento progressivo na microdureza Knoop da profundidade de 40 ym a
200 uym. De forma geral, péde-se concluir que o ultrassom junto com a TFDA
promoveu uma remoc¢ao e desinfeccdo mais eficiente em comparagdo com as
técnicas convencional e manual acompanhados com a TFDA.

Palavras-chave: Ultrassom. Fotoquimioterapia. Carie dentéaria. Biofilmes.
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ABSTRACT

Alternative techniques for removing and disinfecting carious lesions in dentin should
be evaluated. Thus, the aim of this study was to evaluate in vitro the efficiency of
ultrasound compared to other techniques combined with antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT) mediated by curcumin in the removal and disinfection of dentin. Prior
to the experiments, the pre-irradiation time and the minimum inhibitory and
bactericidal concentrations (MIC and MBC) of curcumin were determined. Bovine
dentin specimens 4x4x2 mm were obtained, and superficial Knoop microhardness
analysis was performed to standardize the specimens (31.75£4.79 KHN). Artificial
caries lesions were induced in the dentin using Streptococcus mutans and
Actinomyces naeslundii strains (biological model), verified by polarized light
microscopy and transversal microradiography. The removal techniques used were
spherical bur (SB), dentin excavator (DE), and ultrasound (US). Additionally, the
disinfection techniques were no decontamination (ND), antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT), and chlorhexidine (CH). The aPDT used curcumin at a concentration
of 320 uM, LED illumination (Biotable, MMOptics) with a wavelength of 440 nm and
light doses of 15, 60, and 100 J/cm2. The removal rate of the different techniques was
evaluated by the removal rate (n=9) at three times: T1 (prior to induction), T2 (post-
induction), and T3 (post-removal). Quantitative evaluation of viable cells (CFU/mL)
for both bacteria (n=9) and longitudinal Knoop microhardness analysis (n=9) at five
depths were performed. Shapiro-Wilk (normality) and Levene (homoscedasticity)
tests, two- and three-factor ANOVA with a significance level of 5% were applied. The
MIC and MBC of curcumin were 1.25 uM; however, a higher concentration of 320 uM
was used for better antibacterial effect. The pre-irradiation time was 5 min. According
to the removal rate, there was no statistically significant difference between T1 and
T2 times. However, between T2 and T3, there was a statistically significant difference
(p<0.05). Groups treated with US promoted the lowest removal rate, followed by DE
and SB. In the CFU/mL evaluation, the aPDT groups showed the lowest bacterial
growth in the US group with light doses of 60 J/cm? for both bacteria. In longitudinal
microhardness, regardless of the tested group, there was a progressive increase in
Knoop microhardness from 40 um to 200 um depth. Overall, it can be concluded that
ultrasound combined with aPDT promoted more efficient removal and disinfection
compared to conventional and manual techniques combined with aPDT.

Keywords: Ultrasonics. Photochemotherapy. Dental caries. Biofilms.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria continua sendo uma das doencas mais prevalentes na cavidade
oral*™. Ela é causada por uma mudanca ecoldgica no biofiime dentéario, devido ao
consumo elevado e regular de carboidratos fermentaveis, o que leva a um
desequilibrio na populagdo de microrganismos®. Nessa circunstancia, as bactérias
acidogénicas tém uma vantagem competitiva ao metabolizar carboidratos em &cidos
organicos, diminuindo o pH e deslocando espécies bacterianas ndo-acidogénicas e
ndo-acidiricas do biofilme®’. Isto resulta em desequilibrio no processo de
desmineralizacdo-remineralizacdo que leva a perda mineral nos tecidos duros do
dente, seguida pela destruicédo do tecido organico®?.

A compreensédo dos fatores envolvidos na etiologia, assim como o melhor
entendimento sobre o desenvolvimento da carie dentaria mudou paradigmas no
manejo da doenca, com o desenvolvimento de estratégias ndo invasivas ou micro
invasivas para prevenir e deter a doenca e suas consequéncias principalmente
quando se trata de lesbes ndo cavitadas. Por outro lado, as lesdes cavitadas
geralmente necessitam de tratamento restaurador para devolver a funcdo e a
estética da estrutura dentarial®. Durante a execucdo desses tratamentos, a remocao
do tecido cariado deve ser conservadora e dependera da profundidade da leséo,
equilibrando uma remoc¢ao cuidadosa que possa minimizar riscos de exposi¢cdo da
polpa dentaria com uma remocdo adequada que garanta a maxima longevidade
para a restauracao'15,

A remocdo do tecido cariado € geralmente guiada pelos diferentes niveis de
dureza da dentina remanescente. Esses niveis subjetivos de dureza podem ser
classificados como: amolecida, coriacea, firme e dura. A dentina amolecida pode ser
facilmente removida com escavador de dentina e é descrita como dentina infectada.
Por outro lado, a dentina coriacea ndo deforma com a pressao do instrumento, pode
ser removida com pouca forca e é descrita como dentina afetada; apresentando
pequenas diferencas em relacdo a dentina firme que requer maior pressao para a
escavacdo. Finalmente, a dentina dura s6 pode ser escavada com instrumentos
afiados ou fresas e pode ser descrita como dentina higidat*1416,

Existem diferentes métodos e tecnologias para a remocéo das lesdes cariosas,
incluindo: escavacdo com instrumentos cortantes manuais e rotatérios!’, abraséo a

ar, sono-abrasdo, agentes quimico-mecanicos e lasers'*. Esses instrumentos
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utilizam abordagens diferentes para a remocédo, afetando o grau de remocéo, que
pode ser mais conservador ou mais invasivo, e pode gerar caracteristicas diferentes
na camada superficial do tecido!®. Os métodos utilizados rotineiramente sdo os
instrumentos cortantes rotatérios’ e manuais®, dos quais as fresas de diamante e
carbide sdo as mais comumente usadas. No entanto, € preciso observar que a
implementacdo desses instrumentos requer um controle adequado por parte do
operador para evitar a remocédo excessiva de tecido!®. Por esse motivo, também
surgiram outros equipamentos que permitem uma remog¢ao mais conservadora,
como o ultrassom?%?!, que realiza a remoc¢do por meio de abrasdo do tecido,
utilizando pontas de diamante oscilantes que podem ser fornecidas em diferentes
formatos, faciltando a remocdo em areas complexas, como superficies
proximais!®2223, Além, a superficie dentindria originada por esses equipamentos cria
uma camada fina de smear layer, podendo promover adesdo e microfiltracao
semelhante a superficie criada com o uso de fresas?®.

Essa remocdo de tecido cariado pode ser acompanhada de métodos de
desinfeccdo, entre os quais € comumente descrito o digluconato de clorexidina, um
composto de biguanida?*-26, utilizado na area de dentistica para inibicdo de
metaloproteinases da matriz na dentina e melhorar a durabilidade da camada
hibrida?’-3* bem como a reducdo bacteriana®. Utilizando um mecanismo de acgdo
que causa a perda de componentes intracelulares devido ao desequilibrio osmotico
nos microrganismos, motivado pela adsor¢cdo de suas moléculas catibnicas na
parede celular bacteriana carregada negativamente?*3¢, Também entre essas
técnicas de desinfec¢do, podemos encontrar a terapia fotodindmica antimicrobiana
(TFDA)3"1, que representa uma abordagem minimamente invasiva como terapia
adjuvante no controle da céarie por meio da inativacdo de bactérias cariogénicas*?. A
TFDA envolve a excitagdo de uma molécula fotossensivel (fotossensibilizador) por
meio da absorgéo da luz em comprimento de onda apropriado para a producao de
espécies reativas de oxigénio*344. Diferentes estudos in vitro***% e clinicos®*-54
avaliaram o desempenho do TFDA em dentina afetada pela carie dentaria,
demonstrando resultados positivos. Da mesma forma, revisGes de literatura®®%6,
revisbes sistematicas®’ e meta-andlises®® descrevem a eficacia desta terapia na
reducdo da quantidade e controle de microrganismos.

Por outro lado, um dos fotossensibilizadores usados na TFDA é a curcumina, um

composto fitoterapico de cor amarelo-alaranjado, que tem sido utilizado como agente
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antitumoral, antioxidante e antiinflamatério®®%°. Na ultima década, a TFDA usando
curcumina demonstrou, por meio de estudos in vitro, a reducédo da viabilidade de
microrganismos relacionados a carie dentaria em culturas planctonicas®°,
biofilmes83.66.68-76 ' microcosmos*84%77 e lesdes semelhantes a carie dentaria?22372, A
TFDA é um método conservador que pode ser realizado apds a remocao do tecido
cariado para desinfetar a dentina e posteriormente realizar a restauracdo’®. Além
disso, A utilizagdo da TFDA em associagdo com equipamentos de ultrassom
também tem sido descrito, essa combinacdo visa permitir maior penetracdo do
fotossensibilizador e produzir desinfeccéo mais profunda no tecido dentinario?23,

Em contrapartida, a desinfeccdo da dentina ndo parece ser um fator
determinante na taxa de sobrevivéncia das restauracdes?®’°. A adesdo as margens
saudaveis do tecido permite que a restauracdo seja selada, privando assim as
bactérias de carboidratos e interrompendo a progressédo da lesdo cariosa®3'4. Por
outro lado, técnicas de remocdo de lesbes de carie dentaria profundas, como a
técnica passo-a-passo e a remocao seletiva, sugerem deixar a dentina amolecida
nas areas proximas a polpa para evitar a sua exposi¢do!!~1°, Estas técnicas tém
mostrado restauracdes que podem ter uma vida Util prolongada®-84; entretanto,
deve-se notar que sao técnicas que devem ser executadas meticulosamente,
garantindo a adesdo nas margens saudaveis do tecido para obtencdo de selamento
adequado com o intuito de minimizar a quantidade de dentina amolecida®, que
também apresenta uma carga bacteriana maior-158_ Esses procedimentos clinicos
sensiveis podem ser favorecidos pela implementacdo de dispositivos que permitem
um melhor controle para a preservacdo do tecido® e que podem ser
complementados por técnicas de desinfec¢do que ajudem a reduzir a quantidade de
bactérias remanescentes presentes nessa dentina?23,

Deve-se observar também que 0s microrganismos parecem sobreviver sob
restauracdes por periodos prolongados® possivelmente usando glicoproteinas do
liquido da polpa dentéria para nutricdo®®; entretanto, ainda nédo esta claro o que
acontece com essas bactérias remanescentes e quais consequéncias elas e suas
toxinas podem ter no nivel da polpa dentaria e na interface dentina-restauracdo®’.
Mas deve-se considerar que uma dessas consequéncias pode ser a inflamagéo
pulpar, situagdo ainda mais delicada no cenario de caries profundas, onde
determinar o efeito sobre a polpa dentéaria, a extensdo e o desempenho futuro da

restauracdo é uma tarefa complicada para se chegar a um prognéstico previsivel,
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Portanto, o principal objetivo durante os procedimentos de remocdo de caries é
manter a vitalidade do dente, evitando no maximo possivel a exposicdo da polpa
dentéria, permitindo as melhores condicbes para o correto desempenho da
restauracdo, bem como a fisiologia adequada da polpal?-15.

Do ponto de vista histopatolégico, o limiar da inflamac&o pulpar irreversivel &
definido como o estagio em que 0s microrganismos entram na polpa dentaria por
meio da dentina terciaria ou diretamente por meio das exposi¢cées pulpares®, o que
poderia ser evitado com o uso de técnicas conservadoras de remocao e desinfeccédo
gue permitem a reducdo desses microrganismos e também podem servir
indiretamente como bioestimuladores dos mecanismos de reparo da polpa
dentaria®. A literatura sugere que a adesao nas margens saudaveis do esmalte e da
dentina que fornecem o selamento da restauracdo € um fator mais importante do
que a remocdo da dentina cariada®. No entanto, deve-se levar em conta que, em
situacdes clinicas especiais, como caries profundas, os fatores biolégicos e o
desempenho do material devem ser cuidadosamente analisados®. Por esses
motivos, é necessario avaliar técnicas alternativas de remocdo e desinfeccao,

tentando assim ampliar as possibilidades de tratamentos em cenarios complexos.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos a nas limitacdes deste estudo, podemos

concluir que:

O uso do ultrassom promoveu uma remocdo de dentina infectada mais
eficiente em comparacdo com a técnica convencional e manual, por meio do
calculo da taxa de remocao.

O uso do ultrassom associado a TFDA por meio da avaliacdo da contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFC/mL), teve um melhor desempenho
com a dose de luz de 60 J/cm? em comparacdo com a técnica convencional e
manual acompanhados com a TFDA.

O uso do ultrassom proporcionou valores mais baixos de microdureza
longitudinal em comparag&do com a técnica convencional e manual, por meio

do teste de microdureza Knoop (KHN).
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