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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



20

2 PROPOSICAO

2.1 Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a eficiéncia do uso do ultrassom
descariador por meio da taxa de remocdo e da microdureza longitudinal apés a
remocdo da camada de dentina infectada e acdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana (TFDA) mediada por curcumina na descontaminacdo da camada de
dentina afetada.

As hipoteses nulas testadas foram:

1. O ultrassom descariador ndo é eficiente quando comparado as outras

técnicas de remocao;
2. A TFDA mediada por curcumina nao promove descontaminagao da camada

de dentina afetada.

2.2 Especificos

- Determinar as concentracbes inibitéria minima (CIM) e concentracéo
bactericida minima (CBM) da curcumina incorporada ao solvente dimetilsulféxido
(DMSO) ou as micelas de Pluronic® F-127 nas concentracdes de 270; 135; 67.5;
33.75; 16.875; 8.4375; 4.2187; 2.1093; 1.0546 e 0.5273 pM.

- Determinar o melhor tempo pré-irradiacéo durante a CIM e CBM, sendo: 5, 10,
15 ou 20 minutos.

- Determinar o tempo ideal para a inducéo da lesédo de carie, sendo: 7, 10 ou 14
dias por meio da avaliacéo da profundidade da lesé&o cariosa utilizando-se microscopia
de luz polarizada.

- Avaliar a eficiéncia do aparelho ultrassom descariador na remocéo de lesdo de
dentina infectada quando comparado a técnica manual com escavador de dentina e
fresa esférica em baixa rotacdo por meio do calculo da taxa de remocao de dentina
infectada.

- Avaliar a microdureza longitudinal ap6s a remocao da dentina infectada, por
meio do teste de microdureza Knoop (KHN).

- Avaliar a influéncia do uso do aparelho ultrassom descariador e a acéo
antibacteriana da terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) por meio da avaliacéo
guantitativa de células viaveis (UFC/mL) e viabilidade celular por meio de microscopia

confocal de varredura a laser (MC).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Streptococcus mutans e a Carie Dentaria

O biofilme formado na superficie dentaria desempenha papel importante no
desenvolvimento da cérie dentaria®*#¢. A adesdo de microrganismos a superficie
acontece por meio da pelicula adquirida formada a partir de glicoproteinas salivares.
Com isso, a producdo de polissacarideos extracelulares por esses microrganismos
auxilia a sua adesdo na superficie do dente, formando um biofilme cariogénico*’-0.
Por meio da fermentacdo de carboidratos da dieta do hospedeiro (sacarose como
principal carboidrato), esses microrganismos produzem grande quantidade de &cido
latico, resultando na desmineralizacéo da superficie do dente4>46,

Dentre os varios microrganismos presentes no biofilme oral, o Streptococcus
mutans ganhou grande evidéncia na comunidade cientifica quando estudos clinicos e
laboratoriais em animais o descreveram como importante agente etiolégico na cérie
dentaria®. O Streptococcus mutans é uma bactéria Gram-positiva que atua
diretamente na fermentacéo de carboidratos da dieta®.

Além disso, o Streptococcus mutans é um microrganismo acidogénico e
acidurico, capaz de utilizar carboidratos para produzir acidos e ainda se desenvolver
em pH baixo*“8, Quando comparado a outros microrganismos do biofilme
cariogénico, o S. mutans possui algumas diferencas: maior viruléncia e maior
capacidade de se acumular em grande quantidade na presenca de sacarose da dieta,
permitindo sua adeséo a superficie do dente ou em colbnias presente no biofilme4&>51-
53, Tais caracteristicas evidenciam o S. mutans como o principal agente etiolégico
responsavel pela cérie dentaria®>°,

A cérie dentéaria pode ser definida como uma doenca multifatorial, dinamica e
mediada pelo biofilme cariogénico®¢-°8, O processo de desenvolvimento e progressao
da doenca resulta no desequilibrio do biofilme e na producdo de acidos a partir da
fermentacdo de carboidratos da dieta, resultando na desmineralizacdo da superficie
dentaria®®®. A longo prazo, a doenca carie pode provocar consequéncias ndo apenas
biologicas e dentarias, mas também impactos negativos na qualidade de vida e saude
geral do individuo. Embora reducéo significativa na prevaléncia da carie em muitas
partes do mundo °, exceto nos paises escandinavos®® venha sendo observado, a
doenca carie ainda continua sendo um grande problema de saude publica, afetando

mais de 2,4 bilhGes de pessoas de todas as faixas etarias ao redor do mundo®>°¢2,
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Quando ha progressdao da carie dentaria, € possivel observar o
desenvolvimento de alteracfes visiveis na estrutura dentéria, ou lesdes de carie
incipientes, que inicialmente ndo provocam nenhum desconforto, mas que se nao
tratada, podem progredir para a cavitacdo®%6364 Novas estratégias, o aprimoramento
das técnicas convencionais e o desenvolvimento de novos equipamentos para o
tratamento de lesdo cariosa sdo importantes ndo sé para diminuir a prevaléncia de
carie, como também, para promover a salde bucal®®. Por isso, a Odontologia
minimamente invasiva visa a prevencdo, remineralizacdo e quando necessario, a
intervencdo minima durante os procedimentos restauradores, preservando o maximo
possivel de estrutura saudavel®°,

No momento em que ocorre a cavitagdo, o biofilme presente no local, altamente
acido e ideal para bactérias cariogénicas, auxilia na progressao rapida da lesao,
atingindo a superficie dentinaria®”. Com isso, a remocao do biofilme presente no local
se torna ainda mais dificil®’. Histologicamente e clinicamente, a carie dentinaria
apresenta duas camadas distintas: dentina infectada e dentina afetada®. A dentina
infectada, conhecida também como zona infectada, € uma dentina altamente
desmineralizada, com colageno desnaturado e fortemente infectado por bactérias. Ja
a dentina afetada, conhecida também como zona afetada por carie, € formada por
dentina desmineralizada, mas com o colageno intacto e minimamente infectado,
sendo passivel de remineralizacéo!®67:68,

Tradicionalmente, a completa remocédo da carie era realizada (infectada e
afetada) durante o preparo cavitario para a futura restauracdo. Entretanto, a
Odontologia contemporanea visa a preparacao da cavidade de maneira minimamente
invasiva, removendo somente a dentina infectada®®-"%, Esse tipo de tratamento tem
sido cada vez mais utilizado, afim de evitar exposicdo pulpar’>’® A remocéo por
completo do tecido cariado pode promover exposi¢cao da polpa, devido a profundidade
da cavidade e pode promover também a reducdo na espessura da dentina
remanescente (espessura entre o fundo da cavidade e a polpa dentaria)® 74, Por isso,

abordagens mais conservadoras estdo sendo cada vez mais adotadas e estudadas®®.

3.2 Modelos de Inducédo da Carie Dentéria
Existem diferentes modelos de indugdo de céarie dentaria que buscam

reproduzir lesdes de carie naturais. Esses modelos podem ser in situ ou in vitro.
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O modelo in situ pode ser utilizado como uma associagao entre 0s estudos in
vitro e in vivo, pois utiliza dispositivos intra-orais que facilitam a coleta das amostras
em periodos de tempo determinados, promovendo ambiente natural que contempla
as trocas minerais, a cariogenicidade dos alimentos e a presenca dos fatores de
viruléncia microbiano e de enzimas presentes na saliva’ 6. No entanto, esse modelo
possui algumas limitacbes, como: caracteristicas do biofilme (padronizacdo dos
microrganismos), perfil de desmineralizacdo, tempo, colaboracdo do paciente e
custo’™.

A lesao de carie produzida por modelos de induc¢do in vitro tentam reproduzir a
les&o in vivo de forma fiel objetivando a finalidade clinica e mecanica’”:’8. Além disso,
permitem a realizagdo de investigagbes em ambientes controlados, com menor
variabilidade. Existem diferentes tipos de modelos in vitro, com diferentes padrdes de
desenvolvimento. Alguns desses modelos utilizam métodos quimicos, sendo eles
estatico (solucdes ou géis acidos) ou dinamico (ciclagem de pH) e também, métodos
que utilizam microrganismos, como por exemplo o modelo microbioldgico?®.

O modelo quimico estatico, utiliza géis ou solu¢cdes acidas e promove a indugao
da lesdo cariosa por meio de episédios desmineralizantes e remineralizantes. Além
disso, é altamente dependente do conteudo de flior presente nos fluidos orais e nos
tecidos duros’®®°, Ja o modelo dinamico, utiliza ciclagem de pH, reproduzindo o ciclo
des/remineralizacdo que ocorre no ambiente bucal, além de conseguir promover de
maneira simples a inibicdo e saturacdo com mudancas constantes’®-8, reproduzindo
o tecido cariado’®. Entretanto, os métodos quimicos nédo conseguem simular de forma
eficaz os fatores envolvidos no processo de desenvolvimento da lesdo cariosa,
simulando apenas os aspectos fisico-quimicos da dissolucéo do tecido duro’¢:82,

Embora os modelos de carie artificial apresentem limitacdes, o modelo
microbiolégico € mais representativo quando comparado ao quimico, uma vez que a
céarie dentaria € uma doenca multifatorial e durante o desenvolvimento da lesdo, ha
presenca dos microrganismos, bem como, degradacdo do biofime e do
colageno’®8384 O modelo microbiolégico utiliza microrganismos produtores de acido
para a inducéo da leséo cariosa e tem o Streptococcus mutans como um dos principais
microrganismos no desenvolvimento da carie primaria e secundaria®. Além disso,
esse método reproduz o acumulo de biofilme nos tecidos duros e sua exposicédo aos

desafios cariogénicos, simulando o processo de carie dentaria®.
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Apesar do modelo microbiolégico apresentar melhor reprodutibilidade no
desenvolvimento da carie dentaria, h4 uma falta de padronizacdo quando se trata do
tempo de inducdo®. No entanto, muitos autores utilizam o tempo de 7 dias para a
inducdo da leséo cariosa, e evidenciam que o tempo € suficiente para formacéo de
les@es artificiais utilizando o modelo microbiol6gico com Streptococcus mutans como

microrganismo®-8°,

3.3 Técnicas de Remocdao da Carie Dentéria

As técnicas utilizadas na remocao da lesao cariosa foram desenvolvidas desde
GV Black, em 1893 e tiveram inicialmente o principio de “extensao para prevencgao”
durante o tratamento de lesdes cariosas® 9. A proposta era que a remogao ocorresse
de forma anatémica, evitando a progressao do biofilme local e consequentemente,
minimizaria o inicio e a progressao da lesdo cariosa. Principio este, baseado no
aspecto clinico da carie dentéaria e limitado pelo conhecimento acerca da doenca e
dos materiais restauradores disponiveis na época®°!.

No entanto, ao longo dos anos, novos materiais restauradores adesivos foram
desenvolvidos, novas metodologias e com iSsoO novos equipamentos que visam
remover a lesdo cariosa de forma conservadora. Com isso, questionamentos em
relacéo a quantidade de tecido a ser escavado para tratar com sucesso a leséo cariosa
vem sendo levantados®'-°2.

Existem diversas técnicas para remocdo da carie dentaria®°4 Algumas
removem esse tecido seletivamente e outras ndo conseguem fazer essa distingdo ou
nem mesmo conseguem realizar de forma eficaz. Alguns fatores sdo importantes
durante a remocdo da lesdo cariosa: conforto e facilidade, capacidade de remover
apenas a dentina infectada, geracéo de ruido, indolor e acessivel®.

Geralmente, a dentina cariada é removida mecanicamente com escavadores
e/lou fresas em baixa rotacdo?®%%, A fresa esférica em baixa rotacdo remove
facilmente a lesdo cariosa e promove a abertura dos tubulos dentinarios mais
profundos apdés a remocdo. Com isso, associado a agua proveniente dos tubulos
dentinarios, esse processo pode resultar em dor. Apesar de utilizar técnicas que
minimizem esses fatores, ele ainda néo é erradicado e pode prejudicar o operador

durante a remocéao®'.
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Algumas outras técnicas surgiram ao longo dos anos com o intuito de minimizar
os fatores causados pelas principais e mais antigas técnicas de remog¢éo. Algumas
dessas técnicas sdo: abrasdo a ar, métodos quimicos, laser, sono-abrasdo e
instrumentacéao ultrassonica®°7:%,

As técnicas utilizando abrasao a ar, laser e os métodos quimicos, permitiam
remogao menos invasiva e menos destrutiva, que visava conservar a estrutura
dental®®. Além disso, essas técnicas promoviam minima alteracéo térmica, menor
vibracdo, menos dor e tinha como objetivo remover somente a dentina infectada®%°.

Dispositivos sdnicos e ultrass6nicos sdo bastante utilizados em diversas areas
da Odontologia, como na endodontia'® e na periodontial®l. Esses dispositivos
pertencem ao grupo conhecido como “micro-traumatico” para a remogéo da carie
dentarial®?, por serem conservadori®®, Além disso, a oscilacdo fornecida pela energia
ultrassénica dos dispositivos ultrassonicos pode resultar na preparagdo minimamente
invasiva da cavidade!92194195 sendo importante para a remocado precisa e controlada
da céariel06-108,

Os dispositivos sOnicos e ultrassbnicos possuem também, pontas que
permitem que a técnica de remocao de carie seja conservadora, pois durante a
preparacdo da cavidade, estes dispositivos realizam um preparo minimamente
invasiVO102,106,109,110'

Em geral, as pontas de diamante sdo acopladas em dispositivos ultrassonicos
projetados para varias indicacfes. No entanto, ndo existe até o presente momento
dispositivo especifico para remocéo de dentina cariada que seja capaz de fornecer

parametros especificos para uma remocao seletiva.

3.4 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA)

A luz é utilizada para tratamento de doencas desde a antiguidade. Entretanto,
somente mais recentemente ela comecgou a ser utilizadas em praticas médicas. Ha
mais de um século que o conceito de morte celular induzida pela interacéo de luz e
produtos quimicos é conhecido. A primeira vez que foi relatado esse efeito, foi por
meio de um estudante de medicina, Oscar Raab. Por meio de estudo realizado com
protozoarios causadores da malaria, ele descobriu que a combinacédo de um corante
alaranjado (acridina) com a luz promovia efeito letal. Nem a luz e nem o corante de

forma isolada promoviam qualquer efeito sobre os protozoarios, mas, associados
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promoveram efeitos altamente téxicos'!t!!?2, Apés essa descoberta, em 1903,
Tappeiner, Jesionek!!! realizaram aplicacédo tépica de eosina associada a luz para
tratar tumores cutaneos e em 1907, JodIbauer, Tappeiner'!® descreveram como “agdo
fotodindmica”, a necessidade de se utilizar oxigénio nas reacdes de
fotossensibilizagdo*:113,

Estudos in vivo s6 foram realizados na década de 60, apds a realizacdo de
experimentos realizados em ratos terem apresentado resultados promissores. O
tratamento foi realizado por Lipson & Schwuartz em uma mulher portadora de cancer
de mama, dando inicio ao tratamento conhecido como terapia fotodindmica para o
tratamento clinico do cancer. A partir de entéo, varios estudos foram desenvolvidos
na érea31,33,113—116_

A terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA) € derivada do termo em inglés
antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) e consiste na interagcdo entre trés
componentes: fotossensibilizador (composto fotossensivel), luz em comprimento de
onda adequado 7 e presenca de oxigénio33118-123 A interacdo desses trés
componentes resulta em reacgdes foto-fisico-quimicas formando espécies reativas de
oxigénio (EROs) com alto poder de oxidacdo dos componentes celulares, resultando
em apoptose ou necrose celular®.

Dessa forma, dois tipos de mecanismos de acao para terapia fotodinamica
antimicrobiana pode levar a morte ou a apoptose celular. Essas rea¢cfes podem ser
do tipo | ou do tipo Il (Diagrama de Jablonski modificado, Figura 1)'?4. Na reacéao tipo
I, o fotossensibilizador absorve fotons emitidos pela luz que promovem a sua
excitacdo, saindo do seu estado fundamental para o estado singleto excitado. Quando
o fotossensibilizador sofre essa transformacao inicial, ele pode retornar ao seu estado
fundamental liberando energia de excitacdo (fluorescéncia ou calor) ou passar para
um estado de excitacdo menos instavel, chamado de estado tripleto. Pelo estado
tripleto a reacdo pode interagir com qualquer biomolécula presente no meio, causando

morte da célula3>125,
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Figura 1 — Interag&o do fotossensibilizador com a fonte de luz e possiveis
caminhos — diagrama de Jablonski modificado.
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formando oxigénio "singlete”.

f‘lD’etO

Radicais livres -> Citotoxicidade
aos tecidos tumorais

Fonte: Elaboracéo propria. Adaptada de Longo et al.*?5.

Ja nareacao tipo Il, a energia do fotossensibilizador no estado tripleto excitado
€ transferida para o estado tripleto fundamental do oxigénio, gerando oxigénio
singleto, com alta toxicidade3>126, O oxigénio singleto gerado pode interagir com varias
moléculas no interior da célula, causando morte celulart?61?7, A reacgdo do tipo I
possui efeito toxico do oxigénio singleto, causando uma reacdo rapida e
indiscriminada com todos os tipos de biomoléculas®?®. Por ndo apresentar mecanismo
de defesa contra essas moléculas, a célula morre'?°. As reacées tipo | e Il podem
ocorrer a0 mesmo tempo, independentemente de terem caminhos diferentes. O
equilibrio entre as duas reacdes € influenciado diretamente pelos substratos
intracelulares, pelas carateristicas dos fotossensibilizadores utilizados e pela
concentracdo de oxigénio presente no ambiente celular.

A aplicacdo da TFDA na Odontologia tem sido um método bastante utilizado
para tratamento de infeccbes bacterianas e fungicas, cancer de boca, diagnéstico de
transformacdes nas lesdes orais malignas, desinfec¢cdo da cavidade bucal e para
tratamento de cérie dentariat®30.131 Além disso, pode ser considerada uma técnica
de principio simples, com caracteristicas atrativas para 0 uso, jA que apresenta

algumas vantagens importantes, como: amplo espectro de acao (fotossensibilizador
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atua em diversos microrganismos), efeito antibactericida, pouco efeito colateral e ndo
apresenta resisténcia ao tratamento'°,

Algumas terapias antimicrobianas geralmente ndo s&o téo eficazes para o
tratamento da carie!!1*2, |sso acontece porque 0s microrganismos se organizam na
forma de biofilme e sdo mais resistentes a este tipo de tratamento!3?. Por isso, a
terapia fotodinamica antimicrobiana surgiu como uma nova abordagem para promover
efeito antimicrobiano em microrganismos presentes no biofiime cariogénico,
consequentemente proporcionando controle da céarie dentaria3” 133134 Atualmente,
novos estudos também avaliam seu efeito em dentina afetada, atuando como

tratamento complementar para a reducéo de bactérias presente no local*3>136,

3.5 Fotossensibilizador

Com a descoberta da reacdo fotodinamica, “agentes fotossensiveis”
apropriados foram desenvolvidos para serem utilizados como fotossensibilizadoress“.
Ao longo do tempo, muitas abordagens foram realizadas para melhorar as
propriedades fotodindmicas do fotossensibilizador, entre elas: modificacdo da
estrutura quimica ou desenvolvimento de novas classes de fotossensibilizadores*%.

Os fotossensibilizadores utilizados na TFDA podem ser classificados em:
derivados fenotiazinios (azul de metileno e azul de toluidina), porfirinas, clorinas e
ftalocianinas, xantenos (eosina Y, eritrosina e rosa bengala), fulerenos, fenalenonas,
riboflavina (vitamina B2) e curcumina (corante amarelo, derivado da Curcuma longa)3“.
E importante, que o fotossensibilizador selecionado, produza espécies toxicas de
oxigénio, capazes de destruir células bacterianas na presenca de oxigénio'38, Dessa
forma, para que a TFDA seja bem sucedida é importante que o fotossensibilizador
apresente caracteristicas ideais, como: ndo ser toxico quando no escuro, alta
absorcao no comprimento de luz utilizado, estado tripleto de energia apropriado, alto
rendimento quantico e vida Gtil no estado tripleto e alta estabilidade!39:14°,

Concentracdes excessivas de fotossensibilizadores podem formar agregados,
alterando o pico de absorcao da luz, consequentemente reduzindo sua absorcéo e
diminuindo a atividade fotodinamica promovida pela terapia. Por isso, alguns
parametros sao importantes para que ocorra a interacdo com o fotossensibilizador,
sendo eles: solubilidade em agua e lipidios, ionizagdo constante, caracteristicas de

absorcédo da luz e a eficacia do oxigénio em seu estado excitado e singleto3:133.141.142,
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A estrutura de um fotossensibilizador é muito diferente para tratamentos de
diferentes tipos de cancer e antimicrobianos. Os fotossensibilizadores para tratamento
de cancer séo lipofilicos, com pouca ou nenhuma carga. J& os antimicrobianos, devem
ter cargas catibnicas. Outra diferenca € que para o cancer, o fotossensibilizador deve
apresentar boa penetracgéo tecidual, com bandas de absorcéo longas (infravermelho),

enguanto que para os antimicrobianos, essa propriedade ndo é tdo importante#?,

3.6 Curcumina

A curcumina é um pigmento amarelo extraido da cturcuma (Curcuma longa
L.)143144 E uma planta baixa, que cresce até 100 cm de altura, possui haste curta,
perene, folhas curvas e ovadas com flores brancas/coloridas e rizomas
cilindricos'#314% (Figura 2). Geralmente é cultivada em todo o subcontinente indiano e
em climas tropicais. Por isso, a India é maior produtora do mundial de acafréo43-145,

Atualmente, a curcumina é utilizada em varios segmentos. Pela industria
alimenticia, como tempero, corante, aromatizante, conservante e corante e pela
industria cosmética, presente em éleos essenciais'*¢14’, Na area médica, a curcumina
tem sido utilizada ha séculos para tratamento de reumatismos, doencas cutaneas,
feridas, inflamacdo e acima de tudo, varios tipos de cancer'#3144.148 Além disso, a
curcumina possui  inlmeras atividades farmacolégicas, como propriedades

antioxidantes, animicrobianas e anti-inflamatoérias49-154,

Figura 2 — Rizoma e curcumina em po (A); Planta Curcuma longa L.(B)

Fonte: Google imagens, Imagem adaptada 2020.
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7

A curcuma € composta por trés curcumindides: curcumina (77%),
demetoxicurcumina (DMC; 17%) e bidemetoxicurcumina (BDMC; 3%), além de Oleos
volateis, aclcares e proteinas!®®!%5, Os curcumindides sdo a esséncia das raizes do
acafrdo que sdo pulverizados por secagem. Além da curcumina, 0S outros
curcumindides também apresentam propriedades biol6gicas!®®.

A estrutura quimica da curcumina € 1,7-bis- (4-hidroxi-3-metoxifenil) -hepta-1,6-
dieno-3,5-diona ou difiloilmetano, enquanto sua formula quimica é C21H2006 157, Além
disso, a curcumina possui duas unidades aromaticas, conectadas por um ligante de
polieno, podendo existir uma espécie anibnica ou eletricamente neutra. Os radicais
hidroxilas (enol) séo fracamente acido e o ceto-enol é dependente de solvente!®8159,

A curcumina € um corante insolivel em agua, mas altamente sollvel em
solvente organicos polares, como etanol, acido acético e dimetilsulféxido (DMSO)**.
Por isso, a curcumina é diluida em solventes que melhoram a sua biodisponibilidade,
como por exemplo, o dimetilsulfoxido (DMSO). Atualmente, a nanotecnologia também
tem ganhado espaco na area médica, devido ao surgimento de nanomateriais que
auxiliam no avancgo dessa area®®. As nanoparticulas poliméricas tem se destacado
para realizar a incorporacdo de farmacos ou drogas, devido sua caracteristica de
encapsulamento e possuir uma variedade de agentes terapéuticos'®’. As micelas
poliméricas possuem nanoparticulas que atuam como nanocarregadores e tém a
funcdo de incorporar farmacos hidrofobicos, melhorando a solubilidade dos
mesmosi®2163, As micelas possuem essa fungdo, pois tém caracteristicas anfifilicas
(hidrofébicas e hidrofilicas)*%4.

No entanto, o DMSO é o solvente mais utilizado. Além disso, é selecionado
como um solvente organico biologicamente aceitavel, porque possui aplicacdes
terapéuticas e é usado como um transportador para drogas hidrofébicas'®®. O DMSO
promove efeito solubilizante em compostos menos solaveis, aumentando a
penetracdo simplesmente por fornecer uma concentracdo mais alta que a barreira da
membrana bacterianal®®,

De acordo com suas propriedades fotofisicas, a curcumina apresenta pico de
absorcao que varia de 300 a 500 nm que se sobreple a regido de emissado da luz

azul¥742166 Esses valores podem variar do solvente utilizado®®.
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3.7 Fontes de Luz

A TFDA utiliza trés diferentes grupos de luz, sendo eles: lampadas
convencionais (amplo espectro), lasers e diodos emissores de luz. A acdo de cada
aparelho vai depender do espectro de emissao, da irradiancia, da distribuicéo espacial
da luz e da poténcia do aparelho®3167,

As lampadas convencionais foram as primeiras fontes de luz utilizadas na
TFDA. O problema de utilizar esse tipo de lampada é que muitas vezes havia
sobreaquecimento do local e dificuldade em calcular a dose de luz administrada.
Essas lampadas eram muito utilizadas devido sua facilidade de uso e baixo custo!*!.
Além disso, a emissdo das lampadas convencionais abrange quase todo o espectro
da luz visivel e o inicio do infra-vermelho. As lampadas haldgenas metélicas séo
geralmente utilizadas por apresentarem alta irradiancia, mantendo a exposic¢ao da luz
constante44168.169,

No entanto, as fontes de luz mais convenientes e mais utilizadas séo os lasers.
Produzem luz monocromatica (feixe de luz homogéneo) com comprimento de onda
especifico, facilidade de calcular a dosimetria da luz e a transmissao da luz é atraves
de uma fibra optica. Aléem disso, o laser a ser utilizado pode ser escolhido de acordo
com o fotossensibilizador utilizado e a profundidade de penetracdo da luz desejada.
Porém, possui alto custo, ndo sdo portateis e demandam assisténcia técnica maiort*:,

Os LEDs (do inglés “light emitting diodes”) sdo aparelhos compostos por
semicondutores solidos ligados entre si que geram luz. Apresentam fonte de luz de
alta poténcia, com pequena faixa de variacao (faixa estreita das bandas de luz entre
20 - 50 nm), promovendo emisséo de luz adequada e promovendo iluminacdo ampla
e homogénea da superficie*3. Além disso, possuem facil utilizacdo e vida util longa. E
importante a checagem da irradiancia e da uniformidade promovida pela irradiacao,
isso porque, o tempo de exposicao a fonte de luz pode ser muito longo se a irradiancia
for muito baixa. A irradiancia utilizada na TFDA varia de 50 a 150 mW/cmz. Durante a
irradiacdo da célula, ocorre um processo conhecido como fotodegradacao (do inglés
“‘photobleaching”), ou seja, a medida que a TFDA vai destruindo a célula,

paralelamente, ocorre a degradacéo do fotossensibilizador pela luz43167.170,
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental
Trata-se de um estudo experimental, do tipo laboratorial (in vitro) randomizado.
As variaveis dependentes do estudo sdo: microscopia de luz polarizada, anélise
da taxa de remocédo (AP), andlise da microdureza longitudinal por meio do teste de
microdureza Knoop, avaliacdo quantitativa de células viaveis (UFC/mL) e viabilidade
celular por meio da analise em microscopia confocal (MC).
J& as variaveis independentes sdo: técnicas de remocédo e descontaminacao
da dentina por meio da terapia fotodinamica antimicrobiana.
Cada etapa do estudo foi realizada em um determinado laborat6rio. Abaixo estéo
listados os laboratorios e as respectivas etapas do estudo que foram realizadas.
e Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP:
- Laboratério de Biofotbnica e Bionanomateriais, Departamento de Odontologia
Restauradora: inducéo da lesdo cariosa em dentina por modelo bioldgico, técnicas
para remocéo do tecido cariado, avaliacéo da capacidade de remocéo das 3 diferentes
técnicas, terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA) e avaliacdo quantitativa de
células bacterianas viaveis.
- Centro de Confec¢cbes de Amostras, Departamento de Odontologia Restrauradora:
obtencao e preparo dos espécimes de dentina bovina.
- Laboratério de Microscopia de Luz Polarizada, Departamento de Diagndstico e
Cirurgia: microscopia de luz polarizada.
- Laboratorio de Microscopia de Fluorescéncia Confocal: microscopia confocal de
varredura a laser (MC).
e Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP:
- Laboratério de Ciéncia dos Materiais aplicada a Farméacia: Método de preparacéo de
micelas poliméricas.
e Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP:
- Laboratorio de Pesquisa em Dentistica, Departamento de Odontologia Restauradora:

analise de microdureza Knoop superficial e microdureza longitudinal.

4.2 Fluxograma
No fluxograma abaixo, visualizamos todas as etapas do estudo que foram

desenvolvidas, o n para cada grupo e o N total. (Figura 3).
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Figura 3 — Desenho do estudo.

Obtenc¢ao dos espécimes

(n=187) :
Determinacéo da
T concentracao inibitoria e
| bactericida minima (CIM e
Analise de microdureza CBM)
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(n=187)

Inducdo da lesdo cariosa

(modelo biologico) Analise da profundidade da
| lesao cariosa (Microscopia de
| luz polarizada)

Gl - Fresa em baixa rotacao (n=5, N=15)

Remocdo da camada de
dentina infectada

[

Avaliacao da capacidade de
remogao das 3 diferentes
técnicas (taxa de remocao)

Gll — Técnica manual —
Glll - Ultrassom descariador

T1 - Antes da inducao
T2 - Ap6s a indugao —

T3 —Apos a remogao (n=10, N=60)
GIV - Fresa em baixa rotagao
+ TFDA Aplicagao da Terapia
GV - Técnica manual + TFDA =  fotodinamica (TFDA) na
GVI - Ultrassom descariador camada de dentina afetada
+ TFDA
| 1
Analise da microdureza Avaliacdo quantitativa de corsggzlsged\?arr’:g::?::ser
Knoop longitudinal (KHN) células viaveis (UFC/mL) (MC)
(n=10, N=80) (n=9, N=72) (n=2, N=18)

Fonte: Elaboracéo propria

4.3 Fotossensibilizador e Fonte de Luz Utilizados para a TFDA

O fotossensibilizador utilizado foi a curcumina, sintetizada pelo LQBO -
Laboratério de Quimica Bio-Organica, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sao
Carlos, Brasil'’!, incorporada as micelas de Pluronic® F-127 ou ao solvente
Dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich, Lote: SHBF7360V). A fonte de luz utilizada foi
equipamento com LED (Light Emitting Diode) em comprimento de onda de 460 nm,
promovendo a irradiacao uniforme e simultanea de todos os orificios de uma mesma
placa, com dose na ordem de 15 J/cm?, durante 11 minutos e 36 segundos (Biotable,

MMOptics Ltda, Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil).
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4.4 Método de Preparacéo de Micelas Poliméricas

Foi utilizado o copolimero Pluronic® F-127, produzido pela empresa Badische
Anilin & Soda Fabrik BASF Corp. fornecido pela Sigma Aldrich (Lote: SLBS1853V)
para obtencéo das micelas e posterior associagdo com a curcumina.

Pesou-se 0,003 g de curcumina + 0,6000 g de Pluronic® F-127 inserindo os em
baldo volumétrico de 50 mL contendo 35 mL de cloroférmio (Merck, Brasil)
(Lote:843745-88). Realizou-se agitacdo manual durante 2 minutos para a
homogeneizacao/dissolucdo da solugcdo. Apos, a solucdo foi levada ao evaporador
rotatério (BuchiSwitzerland, Model: RV 10D, numero de série: 07324380) (Figura 4)
com bomba de vacuo (MARCONI, numero de série: 350847) a 78 kPa, agitacdo de 55
r.p.m., agua do banho (50°C) e coluna de refrigeracédo a 8°C para a evaporacdo do
solvente e producéo do filme polimérico (Figura 5). O solvente foi evaporado durante

30 minutos.

Figura 4 — Evaporador rotatorio com bomba de vacuo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 5 — Evaporacdo total do solvente, formando o filme polimérico. Filme

polimérico contendo somente Pluronic® F-127 (A) e filme polimérico contendo

curcumina + Pluronic® F-127 (B).
Y

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Os filmes poliméricos obtidos foram reidratados (para obter a solu¢cao micelar)
com 30mL de agua ultrapura (Mili-Q) a 30°C e levados ao agitador magnético IKA
(Model: C-MAG HS 7 S3, numero de série:07350934) com 700 r.p.m., por 30 minutos
para promover a formacéo das micelas. Em seguida as solu¢des foram submetidas a
dispensor do tipo mecéanico (rotor estator) modelo IKA ULTRATURRAX® T 18 basic,
namero de série: 03364795) para o preparo das micelas durante 2 minutos na
velocidade 4 de rotacdo do dispersor (15.500 r.p.m.).

4.5 Preparo da Suspenséo Bacteriana Padronizada

Utilizou-se cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) fornecida pela
Fundacado FioCruz (Departamento de Microbiologia, Laboratério de Materiais de
Referéncia, Setor de Bactérias de Referéncia localizados na Fundagao Oswaldo Cruz,
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). O Streptococcus mutans foi reativado e cultivado em placas de petri contendo
agar BHI (KASVI Imp. e Dist. de Prod. p/ Laboratérios LTDA, Sdo José dos Pinhais,
PR, Brazil, Lote: 0824175-7). Ap6s, em tubo Falcon contendo 5mL de caldo Bacto™
BHI (Brain Heart Infusion, Difco Laboratories, Becton Dickinson and Company, USA,
Lote: 050317503) 3 a 5 coldnias foram inoculadas, sendo incubadas em estufa
bacteriélogica (Modelo: Q316M5, QUIMIS ISO 9001, numero de série: 16042092) por
18 horas a 35°C (x2°C) e utilizados nos experimentos para obtencdo da concentracédo
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inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) e indugéo do
biofilme.

ApOs o crescimento, a cultura dos tubos foi centrifugada a 3000 r.p.m. por 15
minutos, (Centrifuga Excelsa Il, Fanem, Mod. 206 BL, nimero de série: RAM047321)
proporcionando a obtencdo de precipitado da biomassa. O sobrenadante foi
descartado e a biomassa resuspensa em PBS (solugao salina tamponada fosfatada)
até atingir a absorbancia padronizada de 0,08-1.0 lida no espectrofotometro (Modelo
VM-5, Bel Photonics, nimero de série: HC1509041) (Figura 6) em 600 nm, turvagao
aproximada a 0.5 da escala de Mc Farland com quantidade de células da ordem de

108 células bacterianas/mL.

Figura 6 — Espectrofotdbmetro visivel (Modelo VM-5, Bel Photonics).

E—— T

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.6 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragao
Bactericida Minima (CBM)

Pocos para cada grupo, controle e experimental, foram utilizados para
determinacao da CIM por meio do método da microdiluicdo em caldo de acordo com
as normas da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) de 201372, Cada
poco de uma placa de 96 pogos (KASVI Imp. e Dist. de Prod. p/ Laboratérios LTDA,
Sao José dos Pinhais, PR, Brazil, lote: 171016-078) contendo 100uL de caldo BHI +
sacarose a 1% recebeu 100 uL do fotossensibilizador curcumina incorporada ao
solvente Dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich, Lote: SHBF7360V) e pocos do
fotossensibilizador incorporado as micelas de Pluronic® F-127 utilizado nas
concentragdes de 270, 135, 67.5, 33.75, 16.875, 8.4375, 4.2187, 2.1093, 1.0546 e

0.5273 pM. Uma suspensao contendo 50 pL de Streptococcus mutans foi adicionada
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separadamente em cada pogo da placa obtendo-se concentragao final da ordem de
1x10° células/mL.

O estudo também foi realizado utilizando-se o controle positivo de crescimento,
por meio de pocos com bactéria e sem a solucdo com fotossensibilizador e controle
negativo de crescimento, por meio de poc¢os sem adi¢do de bactéria (Figura 7). Apos
0s tempos pré-irradiacao, para os grupos TFDA, foi realizada irradiacdo dos po¢os por
sistema de luz LED (Biotable, MMO) (Figura 8) com dose de 15J/cm? sendo incubados
na sequéncia em estufa bacteriolégica (Modelo: Q316M5, QUIMIS ISO 9001, nimero
de série: 16042092) a 35°C + 2°C por 24 horas. Apés, realizou-se a adigdo de 30uL
de rezasurina (Sigma Aldrich, Lote: MKBT9691V) a 0.10%, com incubacao das placas
a 35°C + 2°C, sob agitacédo de 75 r.p.m (Incubadora com agitacéo orbital, QUIMIS,
Modelo: Q816M22, numero de série: 16052406) (Figura 9) por 3 horas. Para a CIM, a
presenca de bactérias viaveis foi observada pela mudanca de coloracdo nos pocos
(173). Os pocos com coloragédo em azul ndo tiveram crescimento bacteriano visivel e
0S pocos com coloracao violeta observou-se crescimento bacteriano. Ja& a CBM foi
determinada apdés o plaqueamento dos orificios que ndo mostraram crescimento
visivel (coloragéo azul), ou seja, DO 600nm <0.05, sendo retirados 10 uL, os quais
foram plaqueados em meio de cultura especifico (agar BHI) para crescimento de
Streptoccocus mutans. As placas foram mantidas a 35°C (x2°C) por 48 horas em

estufa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 7 — Representacdo da metodologia utilizada na determinacédo da

concentracgao inibitoria e bactericida minima (CIM e CBM).

6 7 8 8 10 11 12 t\/\‘/ 200l de curcumina + DMSO
() 200pL de curcumina + MICELAS
C) 100pL de curcumina + DMSO + 100uL de BHI caldo + 50uL de susp. bacteriana

)

"—“ 100pL de curcumina + MICELAS + 100uL de BMI caldo + 50pL de susp. bactariana
. 100pL de BHI caldo + 50uL de susp. bacteriana (com luz - L110D0)

. 1004l de BHI caldo + S0uL de susp. bacteriana com pluronic (com kiz)

i ) 100pL de BHI caldo + SOpL de susp. bacteriana com pluronic (sem huz)

'L_,' 100uL de BHI caldo + S0uL de susp. bacterlana (sem luz - LODO)
O 100pL de BHI caldo + 50ul de susp. com CLX

150pL de BHI caldo

. 180pL de resazurina

Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 8 — Fonte de luz utilizada para TFDA (BioTable, MMOptics).

BIOTABLE

t
‘.
l

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 9 — Incubadora com agitacéo orbital (QUIMIS).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A CIM foi definida como a menor concentracdo da curcumina sem crescimento
visivel (atividade bacteriostatica), e a CBM como a menor concentracdo capaz de
reduzir o indculo inicial a = 99.9% (atividade bactericida).

Ao final da CIM e da CBM, utilizou-se as melhores concentracdes nos
experimentos (sendo curcumina incorporada as micelas ou ao solvente
Dimetilsulfoxido - DMSO).
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4.7 Obtencao e Preparo dos Espécimes de Dentina Bovina

Previamente ao inicio da pesquisa, o protocolo de pesquisa foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia
de Araraquara (CEUA), Processo n° 33/2018 (ANEXO A). Foram obtidos 250 incisivos
bovinos, sendo utilizados 190 para obtencéo dos espécimes. Os outros 60 incisivos
bovinos foram excluidos por apresentarem trincas, fraturas ou manchamentos (Figura
10) em lixo biolégico de acordo com as normas do CEUA. Os dentes foram
armazenados em solucao de timol a 0,1% durante 24 horas. A fim de obter blocos de
dentina bovina (espécimes) com dimensfes de 4x4x2 mm, utilizou-se cortadeira de
precisdo (Isomet 1000, Buheler LTD, Lake BIuff, Illinois — USA, modelo: 11-2180,
namero de série: 519IPS00641) (Figura 11).

Figura 10 — Dentes excluidos.
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Figura 11 — Cortadeira de precisao utilizada para obter os espécimes de
dentina (Isomet 1000, Buheler LTD) (A) e Incisivo bovino utilizado para obter os

espécimes de dentina (B).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apés o corte, removeu-se a superficie vestibular do esmalte (lixa #80) até
atingir a dentina e a mesma foi lixada e polida (lixas #320 #600 #1200 #1500) em
Politriz circular (DP-10, Struers-Panambra, Sédo Paulo, Sdo Paulo, Brasil, numero de
série: 15A-1138) (Figura 12) removendo o esmalte remanescente e aplainando-se a
superficie. Os espécimes foram armazenados em agua destilada e ficaram
refrigerados a 8°C (x2) até o inicio dos experimentos.

Figura 12 — Equipamento utilizado para lixar os espécimes (Politriz -
Panambra DP-10)

A

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.8 Anélise de Microdureza Knoop Superficial

Submeteu-se os espécimes (n=187) a analise de microdureza superficial
utilizando-se o microdurdometro (Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2000, Japéo,
namero de série: 344-04109-XX), por meio de indentador do tipo Knoop com carga de
10 gramas de forga durante 10 segundos. Em cada fragmento foram realizadas 5
indentacbes com 100 um de distancia entre cada indentacdo para analisar a
microdureza superficial (Figura 13). Foram excluidos os espécimes que apresentaram
a média de microdureza de superficie 20% abaixo ou 20% acima da média geral,

sendo 29 +/- 6 KHN para a dentinal’4.

Figura 13 — Microdurémetro (A), Visualizacdo do espécime que foi realizado a
indentacao do tipo Knoop (B).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.9 Inducéo da Lesado Cariosa em Dentina por Modelo Bioldgico

As superficies dos espécimes foram isoladas com verniz &cido-resistente
(Colorama CEIL Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil, Lote: 58S500) a fim de deixar apenas a
superficie vestibular em contato com a suspensao bacteriana. Apos, 0s espécimes
foram incluidos em laminulas de vidro circular (diametro de 13 mm, espessura de 0.13
-0.16 mm) (Olen, KASVI Imp. e Dist. de Prod. p/ Laboratérios LTDA, S&o José dos
Pinhais, PR, Brazil, Lote: 201803) utilizando silicona de condensacao: silicona leve

(Oranwash L — Zhermak, Lote: 102581) e catalisador (Indurent gel — Zhermak, Lote:
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210876). Posteriormente, as laminulas de vidro foram estabilizadas no fio ortoddntico
utilizando também a silicona de condensacéo. Para que os fios ortodénticos ficassem
corretamente posicionados na placa de 24 pocos (KASVI Imp. e Dist. de Prod. p/
Laboratérios LTDA, S&o José dos Pinhais, PR, Brazil, Lote: 171007-076), foram
realizadas dobraduras no fio, afim de estabiliza-lo na placa. Com isso, o fio ortodéntico
contendo os espécimes nas laminulas ficaram suspensos dentro de cada poco. Para
tanto, ambos foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C e transferidos
para placas com 24 pocos, contendo 2 mL de suspensao indutora de cérie (Figuras
14 e 15). Essa suspensdo foi preparada com suplementacdo da infusao de cérebro-
coracao (caldo BHI 3,7 g/100 mL, extrato de levedura 0,5 g/100 mL, glicose 1g/100
mL e sacarose P.A. 29/100 mL). A cada 100 mL dessa suspenséao foram acrescidos
20% da suspensédo bacteriana contendo Streptococcus mutans (108 UFC), com o
intuito de promover o crescimento bacteriano. Os espécimes foram mantidos em
estuda bacteriologica (Modelo: Q316M5, QUIMIS ISO 9001, Numero de série:
16042092) a 35°C +2°C, por 7, 10 ou 14 dias. A suspensao indutora era trocada a
cada 48 horas. Decorrido esse periodo, os experimentos foram realizados de acordo

com os grupos estudados.

Figura 14 — Meio de cultura utilizados para confec¢do da solugéo indutora
(caldo BHI, sacarose, glicose e extrato de levedura) (A) e Preparo da suspensao

bacteriana com Streptococcus mutans (B).
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 15 — Inducéo da lesdo de carie em dentina por modelo bioldgico.
Espécimes isolados com verniz acido resistente (A) e Placa de 24 pocos contendo
solucéo indutora + espécimes de dentina (B).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Estudo piloto foi realizado para determinar o melhor tempo para promover a
formacdo da leséo cariosa artificial em dentina. Os espécimes foram mantidos em
placa de 24 pocos, contendo a solucdo indutora com Streptococcus mutans a 35°C
(x2°C), em estufa bacterioldgica por 7, 10 e 14 dias. ApGs a inducado da leséo cariosa
de acordo com os dias determinados, as profundidades das les6es foram analisadas
por meio da analise de microscopia de luz polarizada.

4.10 Microscopia de Luz Polarizada

ApoOs inducédo da lesdo cariosa in vitro (n=5, N=15), os espécimes de dentina
foram lavados em agua destilada corrente por 1 minuto e submetidos a analise por
microscopia de luz polarizada. Os espécimes foram incluidos em laminas de acrilico
para serem cortados em micrétomo para corte de metais e sistema de processamento
histolégico (EXAKT Technlogies, CL System, modelo 300 CP) com espessura de 300
pum cada, por meio da técnica do “sanduiche”. Posteriormente foram lixados até atingir
espessura média de 100 um, sendo 20% abaixo ou acima. A espessura do espécime
foi confirmada por meio de paquimetro digital.

Para verificar a profundidade das lesGes cariosas, as laminas de acrilico
contendo os espécimes foram levadas ao microscopio de luz polarizada (Leica

DM2500 - Leica Microsystem, Sdo Paulo, SP, Brasil, nUmero de série: 332354-
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032011). As analises foram realizadas com as objetivas em aumento de 10 e 20x no
Laboratorio de Analise Histopatoldgica para Cortes ndo Descalcificados e Laboratdrio
de Microscopia de Luz Polarizada da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP.

Ao final da andlise, foi possivel identificar o melhor protocolo para realizar a
inducdo. Dessa forma, o estudo piloto foi importante para identificar a melhor
metodologia para se utilizar quanto ao periodo em que os espécimes ficariam em

contato com a solucao indutora.

4.11 Técnicas para Remocéao do Tecido Cariado

ApOs o desenvolvimento das lesdes cariosas, 0os espécimes foram lavados com
agua destilada e aplicado evidenciador de dentina cariada (Revelacarie, ASFER,
Indastria quimica Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil, Lote: 2450) para a
identificagéo visual da dentina infectada, de acordo com os critérios descritos por
Momoi et al. (2012)'". A solucéo foi aplicada sobre a superficie da dentina cariada
por 10 segundos seguido de lavagem com jato de agua por 10 segundos. A dentina
corada foi identificada como infectada (dentina amolecida)’®. A remocéo foi realizada
durante 1 minuto e executada por unico operador de acordo com as seguintes

técnicas:

4.11.1 Técnica manual

Realizou-se a remocdo da dentina infectada por meio da técnica manual
utilizando escavador de dentina (cureta) (Escavador duplo n® 18, Golgran, Séo
Caetano do Sul, Brasil, nimero de série: 1046333) (Figura 16). Para aferir o tecido
remanescente, a checagem foi realizada por meio da analise visual e com uma sonda
exploradora estéril'’’. A aplicacdo do evidenciador de dentina cariada foi realizada

novamente para confirmar se houve remocao completa da dentina infectada.

4.11.2 Técnica convencional

A remocao da dentina infectada foi realizada com fresa esférica de aco carbide
AR 7 (JET Carbide Burs) em baixa rotacao acoplada em uma peca de méao de baixa
velocidade (LB100, Beltec Ind. E Com. de Equipamentos Odontoldgicos, Ararquara,
SP, Brasil, nUmero de série: LB1-0132680) (Figura 16) com 0s seguintes parametros:

15000 r.p.m., poténcia de 40 W e frequéncia de 0,06 kHz. Para aferir o tecido


https://www.foar.unesp.br/equipamentos-multiusuarios/laboratorio-de-analise-histopatologica-para-cortes-naos-descalcificados/exakt-plano-de-gestao/
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remanescente, a checagem foi realizada por meio da analise visual e com uma sonda
exploradora estéril'’’. A aplicacdo do evidenciador de dentina cariada foi realizada

novamente para confirmar se houve remocao completa da dentina infectada.

4.11.3 Uso de ultrassom descariador

Realizou-se a remocao da dentina infectada com ponta esférica revestida de
diamante (E3D, Helse Dental Technology, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil, Lote:
17080618) acoplada a protétipo de dispositivo para remoc¢ao de céarie por ultrassom
(poténcia de 30 W; frequéncia de 27,5 kHz) (Figura 16) sob refrigeracdo de agua
destilada estéril. O equipamento foi desenvolvido pelo CePOF - Centro de Pequisas

em Optica e Fotdnica, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos — IFSC, Universidade de

Séo Paulo - USP. Para aferir o tecido remanescente, a checagem foi realizada por
meio da andlise visual e com uma sonda exploradora estéril*’’. A aplicacdo do
evidenciador de dentina cariada foi realizada novamente para confirmar se houve

remogao completa da dentina infectada.

Figura 16 — Escavador n° 18 (A), Peca de mao em baixa velocidade (B) e

Ultrassom descariador (C).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.12 Avaliacdo da Capacidade de Remocdao das 3 Diferentes Técnicas
Dez espécimes para cada grupo (n=10, N=60) foram utilizados para a avaliacao

da capacidade de remocédo das 3 diferentes técnicas.


http://cepof.ifsc.usp.br/
http://cepof.ifsc.usp.br/
http://cepof.ifsc.usp.br/
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O quadro abaixo (Quadro 1) mostra os grupos que foram investigados e a

situacao experimental de cada grupo.

Quadro 1 — Grupos investigados e situacéo experimental.

Grupos Investigados Situagdo Experimental

Gl Fresa esférica em baixa rotacéo

Gli Técnica manual com escavador de dentina (cureta)

Glli Ultrassom descariador

GIV Fresa esférica em baixa rotacdo + TFDA

& Técnica manual com escavador de dentina (cureta)
+ TFDA

GVI Ultrassom descariador + TFDA

Fonte: Elaboracgéo propria.

A analise foi realizada por meio da taxa de remocao (perda de massa de cada
espécime de dentina). Os espécimes foram desidratados em incubadora a 60°C + 1°C
(Labor Com. De Prod. Lab. Ltda., Presidente Prudente, SP, Brasil, nUmero de série:
09/16-0106) durante 30 minutos. Apos, 0s espécimes foram pesados em balanca de
precisdo (Adventurer AR2140, OHAUS Corporation, Parsippany, NJ, USA, numero de
série: M2548329080189) (Figura 17) em trés momentos diferentes de avaliacdo: T1 -
previamente a inducédo da lesdo cariosa, T2 - ap0s inducéo da leséo cariosa e T3 -
apos remocao da leséo cariosa.

Apoés T1, os espécimes foram reidratados por 60 segundos em PBS e em

seguida, as técnicas de remocéao foram realizadas.

Figura 17 — Balanca de precisédo utilizada para a pesagem dos espécimes.

P mm—

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.13 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA)

Apés os procedimentos de remoc¢do da dentina infectada, realizou-se a TFDA
em cada pogo com fragmento com a finalidade de promover agéo antibacteriana de
acordo com os grupos. Nos grupos que foram realizados a descontaminacdo com a
TFDA, a solucdo contendo o fotossensibilizador, permaneceu em contato com a
dentina por 5, 10, 15 ou 20 minutos (tempo pré-irradiacao) determinado na analise de
CIM e CBM da curcumina. Em seguida, os espécimes foram irradiados uniformemente
com luz LED em comprimento de onda de 460 nm com dose da ordem de 15 J/cm?

(BioTable, MMO) por 11 minutos e 36 segundos.

4.14 Microdureza Longitudinal

Apoés a remocdo da dentina infectada e aplicacdo da TFDA, dez espécimes
(n=10, N=80) para cada grupo foram cuidadosamente limpos com gaze estéril.

O quadro abaixo (Quadro 2) mostra os grupos que foram investigados e a

situacao experimental de cada grupo.

Quadro 2 — Grupos investigados e situacdo experimental.

Grupos Investigados Situacao Experimental

Gl Fresa esférica em baixa rotacéo
Gli Técnica manual com escavador de dentina (cureta)
Gl Ultrassom descariador
GIV Fresa esférica em baixa rotacdo + TFDA
~ Técnica manual com escavador de dentina (cureta)
+ TFDA
GVI Ultrassom descariador + TFDA
GVII Dentina higida
GVl Presenca de lesdo cariosa

Fonte: Elaboracéo propria.

Os espécimes foram seccionados longitudinalmente ao centro da superficie da
dentina (Figura 18) utilizando-se cortadeira de precisao (Isomet 1000, Buheler LTD,
Lake Bluff, lllinois — USA, Modelo: 11-2180, niamero de série: 519IPS00641). Apads,

foram submetidos a analise de microdureza longitudinal por microdurémetro com
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indentacdo do tipo Knoop (Shimadzu Micro HardnessTester HMV-2000, Japéo,
namero de série: 344-04109-XX) (Figura 19). Realizou-se também, andlises de
microdureza de espécimes sem a inducdo da lesdo de carie e espécimes somente
com a inducdo da lesdo de cérie (controles). Foram realizadas 10 indentacdes,
divididas em 2 colunas com 10 gramas for¢a por 10 segundos e distancia de 40 pym
entre elas, iniciadas a partir da superficie externa da lesdo, segundo as profundidades
de 40, 80, 120, 160, 200 ym*74178,

Figura 18 — Representacao esquematica do preparo dos espécimes para
realizacdo da analise de microdureza longitudinal. Corte transversal localizado
no centro do espécime (A), visdo da superficie interna do espécime, localizada a
lesdo cariosa e Lixas (#1200 e #1500) utilizadas para o polimento interno dos
especimes (C).

Preparo dos espécimes

A 4mm! B
1
=
ol & () »
i X
1 Lesdo
cariosa

Fonte: Elaboracé&o propria.

Figura 19 — Analise de microdureza longitudinal utilizando microdurémetro
com indentacao do tipo Knoop. Microdurémetro (A), Visualizacdo do espécime que

foi realizado a indentac&o do tipo Knoop (B).

o YR

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.15 Avaliagcdo Quantitativa de Células Bacterianas Viaveis

ApGs os procedimentos experimentais, o fotossensibilizador foi removido e
realizada a lavagem dos pocos contendo os espécimes com PBS, sendo repetido por
3 vezes para remover todo o fotossensibilizador remanescente.

O quadro abaixo (Quadro 3) mostra 0s grupos que foram investigados e a

situacao experimental de cada grupo.

Quadro 3 — Grupos investigados e situacao experimental.

Grupos Investigados Situacao Experimental

Gl Fresa esférica em baixa rotacéo
Gli Técnica manual com escavador de dentina (cureta)
Gl Ultrassom descariador
GIV Fresa esférica em baixa rotacdo + TFDA
Técnica manual com escavador de dentina (cureta)
eV + TFDA
GVI Ultrassom descariador + TFDA
GVII Clorexidina (CLX)
GVII Presenca de lesdo cariosa

Fonte: Elaboracéo propria.

Apés a lavagem, o espécime foi colocado em um tubo do tipo eppendorf e entdo
levado ao agitador de solugbes (vortex) (Phoenix, modelo: AP-56, nimero de série:
16737) durante 30 segundos para desagregar as bactérias presente no espécime.
Esse eppendorf foi considerado a solucéo inicial (10°). A partir da solucéo inicial,
realizou-se as diluicbes seriadas para posteriormente efetuar a contagem das
unidades formadoras de col6nias. Realizou-se 5 diluicdes, 101, 10, 103, 104, 10°
para cada poco de cada grupo a partir da suspenséo considerada inicial (10°). De um
tubo de microcentrifugacéo do tipo eppendorf para o outro, 100 uL foi coletado, pois
em cada eppendorf havia 900 uL de PBS, sendo originadas assim as demais dilui¢des.
De cada diluicao foram pipetados 25 pL sobre meio de cultura apropriado (BHI Agar -
Brain Heart Infusion, DifcoLaboratories, Becton Dickinson andCompany, USA +
sacarose a 1%, Lote: 082417507) contido em placas de Petri (90x15 mL) divididas em

4 quadrantes (Figura 20). Esta solucéo foi espalhada sobre a superficie deste meio
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com alca de Drigalsky sempre da maior diluicdo para a menor. O estudo também foi
realizado utilizando-se espécimes sem nenhum tipo de tratamento (somente a
presenca de biofilme) e espécimes tratados somente com clorexidina 0.2% (Sigma
Aldrich, St Louis, MI, EUA). Ap6s o plagueamento, as placas foram incubadas a 35°C
(x2°C) por 48 horas em estufa bacteriolégica (Modelo: Q316M5, QUIMIS ISO 9001,
namero de série: 16042092), para ocorrer a multiplicacdo bacteriana a ponto de
surgirem col6nias visiveis a olho nu. Cada col6nia visivel corresponde a uma unidade
formadora de col6nia que existiu inicialmente apds ocorréncia da multiplicacéo celular

ao longo do tempo.

Figura 20 — Técnica da diluicao seriada e plagueamento em agar BHI.

100 uL. 100 pL 100 puL 100 pL 100 pL

Solucgao inicial

e

7

Fonte: Elaboracéo propria.

Segundo esta técnica de contagem escolheu-se as placas que apresentam de
30 a 300 UFC para calculo do numero de UFC/mL. Para realizacdo da analise, utilizou-

se trés espécimes para cada grupo em trés ocasides diferentes (n=9, N=72).

4.16 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MC)
Dois espécimes para cada grupo foram utilizados para a analise (n=2, N=18).

Foram obtidas imagens utilizando-se microscoépio de fluorescéncia confocal (CARLS
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ZEISS LSM 800 com Airyscan com detector GaAsp, lasers 488 nm e 561 nm,
Alemanha, numero de série: 120L-80034) do Laboratério de Microscopia de
Fluorescéncia Confocal da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Os
espécimes foram imersos em 500 pL de agua destilada contendo o corante
LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability (Molecular Probes, Eugene, OR, USA, Lote:
1856569) durante 30 minutos para posterior andlise. Este sistema € composto por dois
corantes que devem ser misturados previamente ao uso, sendo: SYTO 9 (1 uL) e
iodeto de propidio (IP, 1 yL) para cada 1000 pyL. O SYTO 9 cora as bactérias de verde
(marcador para &cido nucléico), enquanto o IP penetra nas membranas danificadas
corando-as de vermelho, permitindo identificar, dessa forma as células viaveis
(verdes) e ndo viaveis (vermelha). Para detectar a autofluorescéncia, foram utilizadas
objetivas com aumento 40 e 63x em alta resolugcédo com faixa de excitacdo em 488 nm
e um filtro de passagem de 505 nm para SYTO e excitacdo em 561 nm com filtro de
passagem de 610 nm para IP. ConfiguracGes padrdo para contraste, brilho e energia

do laser serdo adotadas para todas as imagens®.

4.17 Anélise Estatistica

ApOs a avaliagao dos pressupostos de normalidade (Shapiro Wilk, p = 0,05) e
homocedasticidade (Teste F), os dados foram submetidos a analise estatistica de
acordo com os métodos de analise:

e Taxaderemocdo: analise de variancia ANOVA a 2 fatores e pos-teste de Sidak;

e Microdureza longitudinal: analise de variancia ANOVA a 2 fatores e p0Os-teste
de Tukey;

e Andlise quantitativa de células viaveis (UFC/mL): analise de variancia ANOVA

a 1 fator,

e As imagens em microscopia confocal de varredura a laser (MC) foram
analisadas de maneira qualitativa.

Os poés-testes foram realizados para verificar a comparacdo mdultipla entre os
grupos. Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de 5%. As analises
foram realizadas com o software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).
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5 RESULTADOS

De acordo com a determinacdo das concentracdes inibitérias e bactericidas
minimas (CIM e CBM), a curcumina incorporada ao solvente DMSO se mostrou eficaz
nas concentracdes 270, 135 e 67,5 um quando comparada a curcumina incorporada
as micelas de Pluronic® F-127 nas mesmas concentragdes (Figura 21). A
concentragdo minima capaz de promover acao bacteriostatica (CIM), foi também, a
concentragdo que promoveu acgao bactericida (CBM) (Figura 22). Sendo assim, a
concentracdo de curcumina escolhida para os experimentos foi de 67,5 pum
incorporada ao solvente DMSO.

Figura 21 — Concentrac¢des de curcumina incorporada ao solvente DMSO e
as micelas de Pluronic® F-127 e determinacdo da concentracao inibitéria minima

(CIM). A seta mostra a concentracao de 67,5 um (CIM).

aoé, 5, S&8 |

'_ A Curcumina incorporado ao
) ’ ‘ : 4 solvente DMSO
 EEC® : |
{ '0‘ . ey Y\ | P S Curcumina incorporado as
1,..,,\ = . ST micelas de Pluronic® F-127
‘oee e

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 22 — Concentracao bactericida minima (CBM). A seta mostra a concentragcao
de 67,5 um (CBM).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Em relacdo aos tempos pré-irradiacdo ndo houve diferenca entre eles. Sendo
assim, permaneceu 0 menor tempo pré-irradiacdo que foi de 5 minutos (Figura 23).

Figura 23 — Placas da CIM e da CBM com os diferentes tempos pré-

irradiacdo: 5 minutos (A), 10 minutos (B), 15 minutos (C) e 20 minutos (D).
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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De acordo com a analise de microscopia de luz polarizada, foi possivel verificar
a profundidade da lesdo cariosa e determinar o melhor protocolo a se utilizar para
inducdo da cérie artificial por modelo bioldgico (7,10 ou 14 dias). As analises de 7, 10
e 14 dias mostraram profundidade de 147,9 um (Figura 24), 199,5 um (Figura 25) e
467,2 um (Figura 26) respectivamente.

Além disso, em todas as lesfes formadas é possivel verificar a presenca de 3
diferentes camadas. A camada superior € a superficie que ficou em contato
diretamente com a suspenséo indutora de cérie, sugerindo ser a camada referente a
dentina infectada (totalmente desmineralizada). Abaixo desta, temos o0 que sugere ser
a camada referente a dentina afetada (passivel de remineralizagdo) e por fim, a
camada em que apresenta a dentina higida.

Por isso, de acordo com as diferencas entre a lesbes formadas em cada
protocolo, a lesdo que apresentou maior uniformidade para a padronizacdo dos
experimentos, foi a de 7 dias.

Figura 24 — Imagens de microscopia de luz polarizada mostrando a leséo de carie

artificial de dentina (7 dias).

Imagem de microscopia de luz polarizada exibindo as diferentes camadas da dentina
cariada em aumentos de 10x (A) e 20x (B). As setas indicam a dentina afetada por
carie.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 25 — Imagens de microscopia de luz polarizada mostrando a leséo de carie

artificial de dentina (10 dias).

Imagem de microscopia de luz polarizada exibindo as diferentes camadas da dentina
cariada em aumentos de 10x (A) e 20x (B). As setas indicam a dentina afetada por
carie.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 26 — Imagens de microscopia de luz polarizada mostrando a leséo de cérie

artificial de dentina (14 dias).

Imagem de microscopia de luz polarizada exibindo as diferentes camadas da dentina
cariada em aumentos de 10x (A) e 20x (B). As setas indicam a dentina afetada por
carie.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Previamente ao inicio dos experimentos, foi realizada a padronizacdo dos
espécimes (n=187) utilizados na pesquisa por meio do teste de microdureza Knoop
superficial (29,4 £3 KHN) (Figura 27).
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Figura 27 — Microdureza Knoop superficial dos espécimes. (n=187).
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Fonte: Elaboragao propria.

Para realizar a remocao da leséo cariosa, aplicou-se evidenciador de céarie em
dois momentos: o primeiro, apos a formacao da lesdo cariosa e o segundo, apos a
remocédo do tecido cariado com as diferentes técnicas. A aplicacdo desse corante,
teve como finalidade, demonstrar a presenca de tecido cariado no espécime e verificar

se a técnica utilizada removeu de forma conservadora toda dentina infectada (Figura
28).
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Figura 28 — Sequéncia de aplicagdo do evidenciador de carie. Evidenciador de Cérie
(Revelacarie, ASFER) (A), espécime de dentina com presenca de biofilme superficial
e formacéo da lesdo cariosa (B), aplicacédo do evidenciador de carie (C), espécime
coberto com evidenciador de céarie (D), enxague abundante com agua (E) e aspecto
final do espécime de dentina apds a aplicacédo do evidenciador de cérie (F).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apoés a aplicacdo pela segunda vez, foi possivel observar que o ultrassom
descariador promoveu remoc¢ao conservadora, ja que conseguiu remover toda a
dentina infectada presente no espécime, preservando a dentina afetada. Isso é
possivel afirmar, pois o tecido remanescente ndo corou apos a segunda aplicacéao.
Além disso, apos a realizacdo de uma analise tétil e visual, era possivel visualizar um
tecido mais firme e amarelado, diferente do tecido dentinario higido, o que sugere a

presenca da dentina afetada (Figura 29).
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Figura 29 — Sequéncia de remocéo da lesdo cariosa. Remocé&o da lesdo com
Ultrassom descariador (A), aspecto final do espécime apds a remocéo (B) e anélise
tatil da dentina remanescente com sonda exploradora (C).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Quando aplicado o corante pela segunda vez nos espécimes em que foram
removidos com cureta, foi possivel observar grande quantidade de dentina infectada
remanescente. Isso demonstra que durante o mesmo tempo de 1 minuto, ndo foi
possivel remover toda quantidade de dentina infectada com esta técnica. Dessa
forma, comparando-se a técnica utilizando ultrassom descariador durante 1 minuto, o
escavador de dentina (cureta) nao foi eficiente, pois ndo removeu o tecido infectado
presente no local. Além disso, esse resultado foi confirmado com a analise tatil e
visual, ja que ao realizar a sondagem, era possivel detectar o tecido amolecido (Figura
30).
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Figura 30 — Sequéncia de remocé&o da lesdo cariosa. Remogéo da lesao com

escavador de dentina (A), aspecto final do espécime apds a remocéo (B) e analise

tatil da dentina remanescente com sonda exploradora (C).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A remocao com fresa esférica em baixa rotacdo apresenta resultado diferente.
Assim como, o escavador de dentina (cureta) ndo removeu tecido suficiente, a fresa
esférica acabou removendo tecido em excesso durante 1 minuto. Isso € possivel
verificar ap0s a segunda aplicacdo do corante, em que ndo se observou nenhuma
regido corada, no entanto, durante a analise tatil e visual, o tecido apresentava

aspecto de dentina higida (Figura 31).

Figura 31 — Sequéncia de remocéao da lesédo cariosa. Remocéao da lesdo com fresa
esférica em baixa rotacao (A), aspecto final do espécime apos a remocéao (B) e

analise tatil da dentina remanescente com sonda exploradora (C).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A fim de avaliar a eficacia do ultrassom descariador, foi realizado o calculo da
taxa de remocédo. Os espécimes foram pesados em trés diferentes tempos, sendo: T1:
antes da inducéo da lesdo de cérie, T2: ap0s a inducao da lesdo de cérie e T3: apos
a remocdo da lesdo de carie. A remocdo da lesdo cariosa ocorreu durante 60
segundos para todas as técnicas de remocdo por Unico operador devidamente
calibrado. Dessa forma, a Figura 32 mostra para as diferentes técnicas de remocéao

as diferencas de peso entre os tempos de avaliacdo (T1-T2 e T2-T3).

Figura 32 — Médias e desvio padrdo da diferenca de peso do espécime (mg) de
acordo com cada tempo de avaliagcédo (n=10, N=60). T1 - antes do desenvolvimento
da leséo de cérie artificial; T2 - antes da remoc¢éo da dentina cariada; e T3 - apos a

remocdao da dentina cariada.
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Letras mindsculas iguais no mesmo tempo de avaliacdo significam que ndo ha diferenca estatisticamente
significante (p=0,84).
Letras minusculas diferentes no mesmo periodo de avaliagédo significam diferenca estatisticamente significante
(p=0,029).

Fonte: Elaboracéo propria.

Todos os dados apresentaram normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk
(p=0,05) e homocedasticidade por meio do teste F. Em seguida foram submetidos a
analise de variancia ANOVA a 2 fatores com nivel de significancia de 5% (a=0,05).
Apos, foi realizado o pés-teste de Sidak para verificar em quais grupos estavam a

diferenca. Em relacdo aos tempos T1-T2 n&o houve diferenca estatisticamente
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significante entre os Grupos (p=0,84), o que ja era esperado, visto que a indugéo da
les&@o de cérie foi realizada com o mesmo microrganismo e de forma padronizada. J&
em relagcdo aos tempos T2-T3, houve diferenca estatisticamente significante
(p=<0,029). Foi possivel verificar essa diferenca entre os grupos: Ultrassom e
Ultrassom + TFDA quando comparado aos grupos: Fresa, Fresa + TFDA, Cureta e
Cureta + TFDA. Sendo possivel afirmar que o método de remocao mais eficaz, foi o
ultrassom, removendo menor quantidade de estrutura dental higida.

Os dados do teste de microdureza longitudinal apresentaram normalidade por
meio do teste de Shapiro Wilk (p=0,05) e homocedasticidade por meio do teste F.
Apés, foram submetidos a analise de Variancia a dois fatores com pos teste de Tukey.

Observa-se que a dentina higida apresentou valores de microdureza
significativamente maior quando comparado aos outros grupos. Ja os espécimes com
lesdo cariosa apresentaram valores muito baixos. Isso ocorre devido a
desmineralizacdo da dentina, causada pela formacao da lesdo de carie, deixando o
tecido amolecido. Os grupos que utilizaram o0 mesmo método de remocéao e aplicaram
TFDA nao demonstraram diferenca estatisticamente significante quando comparado
aos grupos que nao aplicaram TFDA (p<0,05).

Considerando as diferentes técnicas de remocao, nas mesmas profundidades,
guase em todos os grupos houve diferenca estaticamente significante entre as
técnicas utilizadas para remover a lesdo cariosa (p<0,05). Considerando
profundidades diferentes em um mesmo grupo, houve diferenca significativa em todas
as profundidades (p<0,05) (Figura 33).

Os espécimes que foram removidos com cureta, apresentaram valores de
microdureza menores quando comparado as outras técnicas de remocao (ultrassom
e fresa com ou sem TFDA), isso porque a cureta € um instrumento manual e a
guantidade de tecido desmineralizado removido pode variar durante o procedimento.
Os grupos tratados com ultrassom apresentaram microdureza maior quando
comparado ao instrumento manual, a cureta, e menores quando comparado a fresa
esférica. A técnica que faz uso do ultrassom realiza a remoc¢ao da lesédo cariosa de
forma conservadora, preservando a estrutura dental higida. J& os espécimes que
foram removidos com fresa esférica em baixa rotacdo, apresentaram uma
microdureza maior em todas as profundidades quando comparado as outras técnicas

de remocgéo.
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Figura 33 — Médias e desvio padrdo da microdureza longitudinal (KHN) de cada
grupo. (n= 10, N=80).
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Letras minusculas diferentes significam diferenca estatisticamente significante entre Grupos (p<0,05).
Letras mailsculas diferentes significam diferenca estatisticamente significante entre profundidades (p<0,05).

Fonte: Elaboracéo propria.

Adicionalmente, realizou-se a analise quantitativa de células viaveis por meio
da contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) para avaliar o efeito
antibacteriano da TFDA. Os valores foram transformados em logio. Os dados obtidos
apresentaram normalidade por meio do teste de Shapiro Wik (p=0,05) e
homocedasticidade por meio do teste F. Apés, os dados foram submetidos a anélise
de ANOVA a 1 fator com nivel de significancia de 5% (0=0,05) e pds-teste de Tukey
para comparacao multipla.

Foi possivel observar que em todos os grupos tratados com TFDA apés a
remocédo da dentina infectada, houve diferenca estatisticamente significante quando
comparado aos grupos que nao eram tratados com TFDA (p<0,01). Além disso, a
remocédo da dentina infectada somente com ultrassom apresentou resultados iguais
guando comparado aos outros grupos que foram tratados com TFDA (fresa + TFDA e
cureta + TFDA), mostrando-se bastante eficaz para tratamento da lesédo de cérie. Ja

em relacdo ao grupo ultrassom + TFDA, houve reducgao significativa quando
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comparado ao grupo controle negativo (biofilme), apresentando reducao de 4,35 logio
(p=<0,01). O grupo controle positivo (clorexidina) promoveu completa reducdo de
Streptococcus mutans presente na lesdo de carie (Figura 34).

Figura 34 — Média e desvio padréo para os tratamentos empregados. (n=9, N=72).
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Letras mindsculas iguais significam que néo ha diferenca estatisticamente significante (p=0,93).
Letras minusculas diferentes significam diferenca estatisticamente significante (p<0,013).

Fonte: Elaboracé&o propria.

A andlise em microscopia confocal a laser foi realizada nos espécimes em
dentina para todos o0s grupos experimentais (ultrassom, ultrassom + TFDA, cureta,
cureta + TFDA, fresa e fresa + TFDA) e nos grupos controle positivo (clorexidina) e
controle negativo (biofilme) (Figura 35 e 36). As imagens comprovam o0s resultados
obtidos pela contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/mL), onde se
observa a presenca de bactérias mortas nas imagens nos grupos em que foram

realizados a aplicacdo de TFDA.
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Figura 35 — Imagens de microscopia confocal a laser da dentina (n=2, N=18).
Biofilme (A), escavador de dentina (B), fresa esférica em baixa rotagéo (C),
ultrassom descariador (D), clorexidina (E), escavador de dentina + TFDA (F), peca
de mé&o de baixa rotacdo + TFDA (G) e ultrassom descariador + TFDA (H).

Imagens da dentina corada com LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability contendo
SYTO 9 e o iodeto de propidio. Aumento de 40x.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 36 — Imagens de microscopia confocal a laser da dentina (n=2, N=18).
Biofilme (A), escavador de dentina (B), fresa esférica em baixa rotagéo (C),
ultrassom descariador (D), clorexidina (E), escavador de dentina + TFDA (F), peca

de mé&o de baixa rotacdo + TFDA (G) e ultrassom descariador + TFDA (H).

Imagens da dentina corada com LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability contendo
SYTO 9 e o iodeto de propidio. Aumento de 63x.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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6 DISCUSSAO

Com o avanco da Odontologia minimamente invasiva, a remogao conservadora
e ultraconservadora da lesdo cariosa tem sido cada vez mais realizada, preservando
maior quantidade de estrutura dentaria, reduzindo a quantidade de bactérias e
permitindo a possibilidade de remineralizacdo da dentina afetada?®’2. Entretanto,
apesar da remocao seletiva da leséo cariosa promover beneficios, os microrganismos
ainda permanecem, mesmo que em pequena quantidade, na dentina afetada apos o
tratamento restaurador®®. E relatado na literatura, que a TFDA pode diminuir ou
eliminar a presenca desses microrganismos, sendo uma alternativa promissora
aumentando a probabilidade de se desenvolver um tratamento bem sucedido®*. Além
disso, com o avanc¢o da TFDA na odontologia, a aplicacdo da técnica para promover
o controle da cérie dentaria, tem ganhado atengao®’132,

A remocao conservadora da leséo cariosa afeta 0 microambiente da leséo,
diminui a quantidade de bactérias presente no local e consequentemente reduz a
progressdo da lesdo, assim como as chances de exposicdo pulpar®. Por isso, é
importante tanto o desenvolvimento de novos equipamentos que minimizem a
remocdo excessiva (limitando somente a remocéo da dentina infectada), quanto de
terapias antibacterianas que promovam a reducdo ou eliminacdo de bactérias
remanescentes na dentina afeta.

As hipéteses nulas deste estudo foram rejeitadas. A remocéao da lesdo cariosa
utilizando ultrassom descariador apresentou menor taxa de remocdo quando
comparado a fresa esférica em baixa rotacdo. Além disso, a TFDA promoveu efeito
antibacteriano em todos os grupos, especialmente no grupo utilizando ultrassom
descariador para remocéo da lesdo cariosa (Figura 34). E possivel confirmar esses
resultados por meio da analise de microscopia confocal, em que € possivel visualizar
a reducéao do Streptococcus mutans na dentina afetada (Figuras 35 e 36).

Considerando a importancia no desenvolvimento e experimentacdo de novos
equipamentos para a remoc¢ao conservadora da carie dentaria e em estratégias que
auxiliem na descontaminacdo na camada de dentina afetada, promovendo controle
antibacteriano, este estudo avaliou a eficicia do uso do ultrassom descariador por
meio da taxa de remocédo e da microdureza longitudinal apés a remocéo da camada
de dentina infectada e a acdo da TFDA mediada por curcumina na descontaminacao

da camada de dentina afetada.
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7

E importante considerar que este estudo € o primeiro a testar um novo
dispositivo ultrassonico (ultrassom descariador) desenvolvido especialmente para a
remocao conservadora da carie dentaria, removendo somente a camada de dentina
infectada. Dessa forma, o estudo desempenha papel importante para estimular o
desenvolvimento de estudos futuros, com a finalidade de avaliar a eficacia do
ultrassom descariador, o impacto que ele promove na estrutura dentaria, na adeséo
aos tecidos dentarios, nos procedimentos restauradores e consequentemente na
longevidade da restauracdo. Além disso, a aplicacdo da TFDA apds a remocao
conservadora da carie dentéria esta surgindo como uma intervencédo complementar e
promissora para descontaminagéo da dentina afetada.

Para o desenvolvimento das lesfes cariosas, optou-se pelo modelo biolégico,
pois esse método & mais compativel para simular a carie dentaria, pois ha presenca
do Streptococcus mutans na forma de biofilme e degradacédo do colageno®t. Além
disso, o Streptococcus mutans foi a bactéria escolhida por desempenhar papel
importante no desenvolvimento da carie dentaria®.

No entanto, antes de avaliar as técnicas de remocao e o efeito antibacteriano,
0s primeiros passos foram determinar o melhor solvente para solubilizar a curcumina,
o tempo pré-irradiacdo mais adequado e as concentra¢gdes de curcumina que seriam
utilizadas na TFDA. Para isso, realizou-se as analises para determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) e da concentracao bactericida minima (CBM).

Considerando a baixa solubidade da curcumina em meio aquoso, € necessario
realizar a sua incorporacao em solventes organicos, tais como etanol e DMSO. Assim,
estudos que aplicam a curcumina como fotossensibilizador utilizam esses solventes,
pois melhoram sua biodisponibilidade!®®17®, Para melhorar ainda mais a
biodisponibilidade da curcumina, estudos séo realizados utilizando-se nanoparticulas
gue auxiliam na solubilizacdo da curcumina. Algumas dessas nanoparticulas
utilizadas sdo as nanoparticulas poliméricas, conhecidas também como micelas
poliméricas, que auxiliam na liberacao controlada de
fotossensbilizadores/farmacos60:162,

Entretanto, de acordo com 0s nossos resultados de CIM e CBM quando
comparados a curcumina solubilizada pelo solvente DMSO e incorporadas as micelas
de Pluronic® F-127, pode-se observar que a curcumina incorporada as micelas de
Pluronic® F-127 ndo apresentou efeito antibacteriano em nenhuma das concentragées
testadas (270, 135, 67.5, 33.75, 16.875, 8.4375, 4.2187, 2.1093, 1.0546 e 0.5273 uM)
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(Figura 23). J& a curcumina incorporada ao solvente DMSO mostrou-se adequada
para a utilizagdo nos experimentos na concentragcdo de 67,5 yM tanto para CIM
(Figura 21), quanto para CBM (Figura 22) sem promover nenhum efeito toxico em
cultura planctbnica. De acordo com nossos resultados, sugere-se que O
fotossensibilizador precisa de um tempo maior para ser liberado das micelas e
promover efeito antibacteriano, ja que estudos na literatura relatam os efeitos
antibacterianos que as micelas de Pluronic® promovem quando utilizando em
biofilmes®3162.163 Além disso, é importante a realizacdo de estudos que verifiquem se
a curcumina esta conseguindo ser liberada através das micelas para entao penetrar
na membrana bacteriana, ja& que o fotossensibilizador/farmaco precisa de um
determinado tempo para ser liberado do interior das micelas.

Por isso, sugere-se que grande parte do fotossensibilizador deve ter
permanecido no interior das micelas, ndo sendo liberado para o meio externo e
consequentemente, ndo promovendo o efeito antibacteriano esperado em culturas
planctonicas. Dessa forma, sdo importantes estudos que investiguem o tempo de
liberacdo desse farmaco e como ele é realizado para que se tenha o efeito desejado.

Em relacdo ao tempo pré-irradiacéo (TPI), nossos resultados mostraram que a
fotoinativacdo ndo era dependente do TPI para culturas plancténicas. Dessa forma, o
aumento do tempo pré-irradiacdo, ndo reduziu a viabilidade celular para nenhuma das
concentracdes de curcumina testada, sendo ela incorporada as micelas de Pluronic®
ou ao solvente DMSO (Figura 23). Nosso estudo esta de acordo com o achado na
literatura . Por isso, o tempo pré-irradiacédo utilizado nos experimentos foi de 5
minutos*?. Pensando na aplicabilidade clinica, um tempo muito longo, seria inviavel,
ja que a aplicacao seria realizada na cavidade bucal e poderia causar desconforto ao
paciente pelo grande tempo de espera. Um estudo clinico utilizou a TFDA em dentina
cariada, com tempo pré-irradiacdo de 5 minutos e observou que este tempo foi
eficiente para realizacéo do tratamento®®.

Apés a analise da CIM e CBM, realizou-se estudo piloto para identificar o
melhor tempo para inducéo da lesdo cariosa, sendo 7, 10 ou 14 dias (Figuras 24, 25
e 26). Dessa forma, para verificar a formacgéo e a profundidade da leséo, realizou-se
a andlise de microscopia de luz polarizada. A microscopia de luz polarizada tem sido
bastante utilizada como método de investigacdo, com o objetivo de verificar se houve
formacdo de maneira padronizada da lesdo cariosa®®'°, De acordo com nossos

resultados, foi possivel observar que o tempo de 7 dias, foi capaz de formar leséo



69

cariosa em dentina (147,9 um) (Figura 24). Nossos resultados estdo de acordo com
achados na literatura®9,

Wu et al.8 2019, avaliaram o efeito inibitério de compdsitos de nanoparticulas
utilizando modelo biolégico com Streptococcus mutans para a inducdo da lesdo
cariosa, utilizou o tempo de 7 dias para a formacdo da carie dentaria e conseguiu
observar que a lesao cariosa foi desenvolvida com sucesso a partir da formacéao de
biofilme na superficie®®. J& De Azevedo et al.8¢ 2015, avaliaram o melhor protocolo
para a formagao de dentina cariada padronizada em funcdo do tempo (7, 14 ou 21
dias). Além disso, eles verificaram que a lesao cariosa formada em um periodo de 7
dias é suficiente para a obter uma dentina cariada padronizada para realizacdo de
estudos laboratoriais®. Portanto, os espécimes de dentina foram submetidos a
suspensao bacteriana por 7 dias para a formacéo da leséo cariosa.

Os modelos in vitro sdo geralmente utilizados quando muitas variaveis podem
atrapalhar a coleta de dados!’*. Quando se utiliza modelos in vitro, uma ferramenta
muito importante para investigar mecanismos que auxiliem no tratamento e prevengao
de lesdes cariosas € a inducgdo de lesbes cariosas artificias em dentinal®-183,

Dessa forma, nosso estudo utilizou espécimes de dentina bovina para a
inducao de lesdes cariosas em dentina, no entanto, antes de realizar a inducéo dessas
lesdes, foi realizado a analise de microdureza Knoop superficial (KHN) nos 187
espécimes utilizados durante todo o estudo. A média obtida em nosso estudo foi de
29,4 + 3 KHN (Figura 27) e corresponde com os valores encontrado na literatura (29
+6 KHN)74,

Embora ainda existam polémicas sobre a quantidade de tecido cariado a ser
removido para impedir a progressao da carie, a literatura mostra que o desgaste
excessivo e desnecessario dos tecidos dentinarios pode resultar em possivel
exposicdo pulpar3t®, Para evitar que isso aconteca, é benéfico que a camada de
dentina parcialmente desmineralizada seja mantida, afim de preservar a vitalidade do
tecido pulpar e estimular o processo de reparagéo, formando dentina terciaria3.

Por isso, € importante seguir alguns principios que auxiliem o operador durante
a remocao do tecido cariado, sendo eles: preservar o tecido ndo desmineralizado e
remineralizavel e manter a saude pulpar preservando a dentina residual (dentina
afetada), evitando a exposicdo pulpar®. Apesar de ndo ser possivel avaliar a

espessura da dentina residual clinicamente, é importante a sua preservacao para
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evitar o desconforto pulpar do paciente. Isso porque, a exposi¢do pulpar tem grande
impacto no progndstico do elemento dental a longo prazo’*73184,

Dessa forma, visando a remocdo seletiva da carie dentaria, técnicas para a
abordagem minimamente invasiva estdo sendo cada vez mais utilizadas®. Essas
técnicas realizam a remocéo seletiva do tecido cariado, remocé&o gradual ou remocéao
parcial da carie’®?3%4, No entanto, como é dificil a diferenciagéo clinica das diferentes
dentinas cariadas, dificultando o trabalho do operador durante o procedimento,
abordagens minimamente invasiva estdo sendo desenvolvidas, como abraséo a ar,
sonoabraséo, dispositivos ultrassénicos, métodos quimio-mecanico e laser®:°7.%,

Os dispositivos ultrassdnicos possuem uma energia de ultrassom com
frequéncia de aproximadamente 20 kHz acima da audicdo humana e sua vibracéo é
causada basicamente por dois métodos: piezoelétrico e magnético'®’. A vibracéo
produzida pelo método piezoelétrico é provocada pela troca da carga elétrica,
causando a deformacdo dimensional dos discos piezoceramicos. Ja 0 meétodo
magneético, promove alteracdes no campo magnético através da transferéncia de
energia magnética elétrica em energia mecanical®,

O método piezoelétrico possui algumas vantagens quando comparado ao
meétodo magnético, sendo eles: vibragdo maior a partir de um movimento linear e
eficiéncia maior na transferéncia de energia. A vibracdo linear promove modo de
vibracao preciso e a alta eficiéncia de transferéncia de energia diminui 0 aumento da
temperatura e o consumo de energia durante o processo de transferéncial®®,

O modo de vibracdo e a amplitude dos dispositivos ultrassonicos dependem do
design da estrutura, morfologia, frequéncia e fonte de alimentacéo dos dispositivosi®4.
A frequéncia dos dispositivos ultrassénicos utilizados atualmente em odontologia é de
aproximadamente 25 a 40 kHz?’. Para criar vibracdo adequada para a aplicacéo
clinica, os dispositivos ultrassbnicos devem apresentar estrutura e morfologia
adequadas, com frequéncias correspondentes?.

A primeira utilizacdo de um dispositivo ultrassonico na Odontologia foi para
realizar um preparo cavitario por meio da abraséo!!°. Quando comparado aos outros
dispositivos convencionais de alta e baixa velocidade, o dispositivo ultrass6nico pode
apresentar menor eficiéncia de corte, no entanto, eles apresentam corte seletivo e
preciso, além de serem considerados como abordagem conservadora?’:28,

O ultrassom descariador deste estudo utiliza o método piezoelétrico e possui

frequéncia de 30 kHz. Além disso, esse equipamento demonstrou-se mais
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conservador quando comparado as outras técnicas de remocdo (cureta e fresa
esférica em baixa rotacdo), confirmando a eficiéncia desse equipamento por meio da
utilizagéo da energia ultrassénica como uma ferramenta para a remogao da leséo
cariosa®?, Dessa forma, o ultrassom descariador pode ser um equipamento utilizado
principalmente para remocao de lesbes cariosas de forma conservadora, ja que dentre
suas vantagens estdo a realizacdo de corte preciso e seletivo?”?8, diminuindo ainda
mais as chances de exposi¢ao pulpar.

Para comprovar a presenca de lesdo cariosa, bem como o aspecto da dentina
apos a sua remocdo, realizou-se a aplicacdo de evidenciador de céarie, com a
finalidade de demonstrar a quantidade de tecido que foi removido por cada técnica
(Figuras 28, 29 30 e 31). As imagens trouxeram resultados interessantes, que
corroboram com a literatura e com os dados quantitativos obtidos neste estudo. E
importante observar que em 1 minuto, a remogéo da dentina cariada realizada pelas
trés diferentes técnicas é bem diferente.

Dessa forma, o resultado das imagens demonstra a remocao excessiva da
dentina cariada pela técnica utilizando fresa esférica em baixa rotacdo (Figura 31),
remocédo deficiente quando utilizada a cureta (Figura 30) e remoc¢ao conservadora
com o ultrassom descariador (Figura 29). Imagens que conseguem reproduzir o que
a literatura relata quando se estudam novos dispositivos ultrassdénicos com a
finalidade de realizacdo de procedimentos mais conservadores?’28,

Além disso, os resultados da taxa de remocao (Figura 32), mostram que o
ultrassom descariador promoveu remocdo conservadora da lesdo cariosa,
confirmando o resultado das imagens obtidas apés a aplicacdo do evidenciador de
carie (Revelacéarie, ASFER). O peso dos espécimes (mg) ap0s a remog¢ao com
ultrassom (5,18 mg) é estatisticamente menor (p<0,01) quando comparado aos outros
grupos (cureta e fresa esférica em baixa rotacéo) (6,59 e 7,18 mg respectivamente).

Apés a remocédo da dentina cariada, a microdureza longitudinal dos espécimes
foi examinada utilizando um microdurémetro do tipo Knoop (Figura 33). O
desenvolvimento da lesdo cariosa por meio do método bioldégico durante 7 dias
promoveu a reducdo dos valores de microdureza para todos o0s grupos quando
comparado ao grupo de dentina higida. O grupo que continha somente dentina higida
apresentou valores na regido mais superficial (40 um) de 51,3 KHN e de 72,76 KHN
em uma profundidade de 200 um. Ja o grupo em que continha apenas espécimes com

lesdes cariosas, o valor na profundidade de 40 pum foi de 8,33 KHN e de 200 pm foi
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de 15,68 KHN, confirmando a desmineralizacdo causada pela inducdo da cérie. Os
dados do nosso estudo correspondem a achado na literatura, em que a medida que
se aumentava a profundidade, aumentava também os valores da microdureza’®. Além
disso, os valores da microdureza da dentina higida e da dentina cariada, utilizando o
método bioldgico para inducdo da lesdo cariosa, corroboram com os achados na
literatura’®7.

A analise de microdureza longitudinal tem sido utilizada para avaliar se um
determinado tipo de agente remineralizante promoveu aumento dos valores de
microdureza longitudinal'8>18¢ Além disso, essa andlise também é utilizada para
comparar métodos de inducéo e verificar qual € o mais adequado para a formacado da
carie dentaria’®’%174, No entanto, existem poucos estudos na literatura que realizam
este tipo de analise para verificar se houve reducéo da microdureza apds a remocao
da leséo cariosa.

Com isso, levando em consideracgao todos os achados na literatura, os valores
de microdureza do grupo com a lesdo cariosa e sem remocao, apresentou valores
baixos, 0o que sugere a presenca de dentina infectada’™. Ja os grupos que foram
removidos com ultrassom descariador, apresentaram valores de microdureza maiores
guando comparado ao grupo de lesdo cariosa e menores quando comparado a
dentina higida, principalmente a medida que se aumentava a profundidade. Com isso,
sugere-se que houve a remocao completa da dentina infectada e preservacao da
dentina afetada remanescente.

Quando comparado aos espécimes que foram removidos com a fresa esférica
em baixa rotacéo, os valores da microdureza aumentam, principalmente a medida que
também se aumenta a profundidade. Dessa forma, esses valores quase se igualam
aos valores da dentina higida, sugerindo remoc¢ao excessiva da dentina cariada, nao
realizando uma remocao conservadora. Isso ocorre, pois a fresa esférica remove
maior quantidade de tecido cariado, entretanto, ao remover o tecido cariado, ela
remove também a dentina higida e a dentina afetada, passivel de remineralizacéo.

No entanto, a remocao com cureta, mostra valores de microdureza diferentes
guando comparados aos outros grupos que também realizaram a remocao da leséo
cariosa. Esse grupo apresenta valores de dentina semelhantes ao que possui
somente lesdes cariosa, sugerindo que a cureta ndo consiga remover toda a dentina
infectada em um mesmo periodo de tempo do que as outras técnicas utilizadas, sendo

prejudicial a futura restauracao.
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Apos a remocao conservadora de acordo com a técnica especifica, realizou-se
a aplicacado de TFDA para verificar se houve diferenca nos valores de microdureza.
Entretanto, o nosso estudo mostrou que nao ha alteracdo nos valores de microdureza
da dentina apds a aplicacdo da TFDA. Apesar de ndo termos encontrado estudos na
literatura sobre isso, 0 nosso estudo conseguiu demonstrar que a aplicacdo da TFDA
ndo € prejudicial para a dentina, j& que os valores obtidos sdo estatisticamente iguais
aos grupos nos quais a TFDA néo foi aplicada.

Considerando as limitagdes da remocéao parcial e completa da lesdo cariosa ha
eliminacdo de bactérias?®, a TFDA esta sendo utilizada como etapa complementar
para promover efeito antibacteriano na dentina afetada e consequentemente, redugéo
das bactérias residuais®. De acordo com a literatura, as chances de sucesso do
tratamento apds a reducdo ou eliminacdo dessas bactérias, sdo maiores?®. Além
disso, a TFDA é considerada como terapia complementar adequada e satisfatoria para
tratar lesbes profundas de carie dentinaria, jA que a aplicacdo, poderia diminuir
rapidamente a carga bacteriana de microrganismos viaveis presente na dentina,
contribuindo para o reparo tecidual dentario*6.

Nesse estudo, a TFDA foi utilizada apos a remocdo da camada de dentina
infectada como uma terapia complementar para promover a reducdo de bactérias
remanescentes na camada de dentina afetada e demonstrou ser eficaz. Na literatura
existe uma variedade de protocolos para aplicacdo de TFDA, quanto ao
fotossensibilizador a luz a ser utilizada. Além disso, € importante levar em
consideracao os microrganismos e local (biofilme, cultura plancténica, céarie dentaria,
entre outros) que sera utilizada a terapia®-129-122.179_ No entanto, o protocolo utilizado
neste estudo foi a aplicacdo da TFDA mediada por curcumina em lesdo cariosa, ja
gue a curcumina € de baixo custo e possui propriedades antineoplasicas,
antimicrobianas, anti-inflamatérias, antioxidantes e esses efeitos sdo potencializados
guando associados a luz1?3151.152154187  Sey pico de absorcdo é de ~460 nm,
equivalente ao LED azul'®, Essa faixa de luz é muito utilizada na Odontologia durante
procedimentos clinicos para realizar a fotoativacdo de materiais restauradores*.

Alves et al. 66 2019, realizaram um estudo clinico em que avaliaram a aplicagdo
da TFDA em dentina afetada e concluiu que houve reducéo de Streptococcus mutans
remanescente presente na dentina afetada e que a TFDA néo interferiu no sucesso
da restauracdo, sendo uma terapia complementar promissora %. Dessa forma, é

possivel afirmar que nossos resultados estao de acordo com os achados deste estudo
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clinico. Apesar de realizarmos um estudo in vitro em espécimes de dentina bovina,
nossos dados de UFC/mL, mostraram que houve reducéo significativa nos grupos que
receberam tratamento com TFDA quando comparado aos grupos que néo receberam.

Ao realizar a analise quantitativa de células viaveis (UFC/mL), grupos controles
foram adicionados ao estudo, sendo eles: espécimes com biofilme (controle negativo)
e espécimes tratados com clorexidina (controle positivo) (Figura 34). Por isso, ao
comparar o grupo controle negativo (biofilme) aos grupos que tiveram a camada de
dentina infectada removida e apés, a camada de dentina afetada receberam aplicacéo
da TFDA (G4, G5 e G6), foi possivel observar reducao de: ~ 3 logio, p<0,001 para o
G4 (fresa esférica + TFDA) e G5 (cureta + TFDA) e ~ 4 logio, p<0,001 para o G6
(ultrassom + TFDA). J& quando a comparacéo é realizada de acordo com as técnicas
de remocao, é possivel observar maior quantidade no numero de bactérias nos grupos
em que foram removidos com fresa esférica (G1) (5,38 logio) e cureta (G2) (5,12 log1o)
e quando comparado ao grupo que foi somente removido com ultrassom (G3) (3,71
log10). Isso se deve ao fato, de o ultrassom descariador promover vibragéo
adequada'® e dessa forma realizar a expulsédo dessas bactérias do tecido.

Apoés aplicacdo da TFDA, G6 apresentou quantidade de UFC/mL menor
guando comparado a G4 e G5 (redugéo de ~ 2 logio, p<0,001) Quando se comparou
ao grupo em que apresenta lesdo cariosa (controle negativo), essa reducao chega a
~ 4 logio (p<0,001), sugerindo uma vantagem a vibragdo adequada causada pelo
ultrassom?®, ja& que de acordo com os resultados anteriores (taxa de remocéo e
microdureza longitudinal), o ultrassom foi a técnica mais conservadora para a remog¢ao
de lesédo cariosa em dentina. O grupo no qual se aplicou a clorexidina (controle
positivo), observou-se eliminacdo completa das bactérias presentes na dentina
afetada. Nossos resultados diferem do encontrado na literatura, que no entanto,
realizou a aplicacdo da TFDA em dentina infectada e néo afetada®.

De acordo com uma revisao sistematica publicada por de Oliveira et al., 20198,
sugere a TFDA como uma terapia auxiliar para promover um efeito antibacteriano
local, principalmente em bactérias responsaveis pela carie dentaria®, confirmando os
resultados que obtivemos ao longo do estudo.

Uma andlise qualitativa também foi realizada para confirmar os dados obtidos
na contagem de UFC/mL. A analise em microscopia confocal (MC) demonstra a
viabilidade bacteriana na camada de dentina afetada (Figura 35 e 36). A cor

vermelha/alaranjada demonstra a morte bacteriana e a cor verde, demonstra as
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bactérias que sdo viaveis (estdo vivas)'’®. Por isso, nossos resultados estdo de acordo
com os obtidos na contagem de UFC/mL, ja que € possivel observar que 0s grupos
gue receberam aplicacdo da TFDA (G4, G5 e G6) apds a remocéao da dentina cariada,
estdo corados com a cor vermelha/alaranjada, confirmando que a TFDA promoveu
efeito antibacteriano. Ja os grupos que ndo receberam aplicacdo da TFDA apos
remocao da dentina cariada (G1, G2 e G3), demonstraram a presenca de bactérias
na dentina afetada, pois foram coradas em verde. Esses resultados estdo de acordo
com os encontrados na literatura, em que a TFDA é uma terapia complementar para
promover a reducdo de bactérias presente na dentina afetada®®.

Dessa forma, o uso de dispositivos ultrassdnicos associados a terapia
complementar com aplicacdo da TFDA, pode modernizar os procedimentos
minimamente invasivos na Odontologia Restauradora atual. Além disso, reduzir ainda
mais as chances de exposicdo pulpar e chances de falhas pds-operatoriast®?. E
importante ressaltar que esse estudo € o primeiro a utilizar um dispositivo ultrassénico
especifico para remocédo da carie dentaria associado a TFDA como terapia
complementar para reducédo de bactérias presentes na dentina afetada. Com isso,
mais estudos sao necessarios para confirmar a eficacia desse novo equipamento e a
utilizacdo da TFDA como técnica complementar para auxiliar procedimentos
restaurados futuros.

De acordo com uma revisao sistematica encontrada na literatura, a Odontologia
minimamente invasiva tem crescido ao longo do tempo e o uso de dispositivos
ultrassbnicos pode ser uma ferramenta pratica, aprimorando e expandindo a
capacidade da Odontologia Restauradora atual*®. Além disso, estudos clinicos que
comparem a utilizacdo desses dispositivos com os dispositivos convencionais sao
importantes.

Além dos resultados obtidos neste estudo e pelos achados na literatura,
estudos clinicos sdo necessarios para determinar os parametros apropriados para o
uso da TFDA, bem como sua eficiéncia clinica para tratamento antibacteriano em
dentina afetada ao longo dos anos.

Dessa forma, esse estudo possibilitou obter informacdes relevantes sobre a
eficacia e viabilidade dos tratamentos e terapias empregadas, assim como pode ser

capaz de encorajar a realizacdo de ensaios clinicos futuros.
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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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ANEXO A

u n e s %DA%:DHWAUUWA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “USO DE ULTRASSOM
ASSOCIADO A INATIVACAO FOTODINAMICA NA REMOCAO
DE LESAO CARIOSA ARTIFICIAL EM DENTIN., " registrada com
o n° 33/2018, sob a responsabilidade do(a) Prof(a). Dr(a). Alessandra
Nara Souza Rastelli - que envolve a produgdio, manutencdo ou utilizagio de
animais pertencentes- ao ﬁlcly Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n® 11.794, 'de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQO DE
ETICA NO USQ DE ANIMAIS (CEUA) DA FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA em reunidio de 14/ 12/2018.

Finalidade ( )Ensino  (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagiio | Agosto/2020
Espécie/linhagem/raga | Gado Nelore

N° de animais 250 dentes
| Peso/Idade 250 Kg/ 03 anos
Sexo -
Origem Mondelli Indistria de Alimentos S/A.

Moowie A€ Aado .
Profa. Dra. CARINA APARECIDA FABRICIO DE ANDRADE
Coordenadora da CEUA

Contzsto de Elica no Uso de Animals - CEUA
Rua Humaith 5* 1.680 - Ceagro— CEP 14801-903 - Caixa Postal n* 331 - ARARAQUARA - §P
5 andas ~ fome (16) 33016459 / fax (16) 3301-6433 / e-mail: ceuni@foar.unesp be - hote page: bitpwww.foar.unesp,br
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N&o autorizo a publicacdo deste trabalho pelo prazo de até 2 anos apés a data
da defesa.

(Direitos de publicacao reservado ao autor)

Araraquara, 04 de agosto de 2020.

Priscila Borges Gobbo de Melo



