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Pelos caminhos retos ele me leva,
por amor de seu nome.” (Salmos 22, 1-3)

Uma oracgao especial, realizada incansavelmente com fé. Divulga-la nesta

tese foi minha promessa pela graga alcangada...

A V0s, S. José, recorremos em nossa tribulacdo e, depois de ter
implorado 0 auxilio de Vossa Santissima Esposa, cheios de
confianga solicitamos também o Vosso patrocinio. Por este laco
sagrado de caridade que Vos uniu a Virgem Imaculada Mae de
Deus, e pelo amor paternal que tivestes ao Mlenino Jesus,
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heranga que Jesus Cristo conquistou com seu Sangue, € Nnos
socorrais em nossas necessidades com 0 \osso auxilio e poder.
Protegei, 0 Guarda providente da Divina Familia, a raca eleita
de Jesus Cristo. Afastai para longe de nds, 6 Pai amantissimo, a
peste do erro e do vicio. Assisti-nos do alto do céu, 6 nosso
fortissimo sustentaculo, na luta contra o poder das trevas; e assim
como outrora salvastes da morte a vida ameagada do Menino
Jesus, assim também defendei agora a Santa Igreja de Deus
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Amparai a cada um de nds com 0 V0ss0 constante patrocinio a fim
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bem-aventuranca.

Amém.
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mL = mililitro

mm = milimetro

mV = milivolt

mwW = miliwatts

n = nlmero

Nd:YAG = neodimio-itrio-Arsénio-Galio

nm = nandmetro

PDT = Photodynamic Therapy, terapia fotodinamica
pH = potencial de hidrogénio ibnico

PMN = Polimorfonuclear

QCL = teste cinético cromogénico

spp. = espécie

TNF = fator de necrose tumoral

UFCl/g = unidade formadora de coldnia por grama
UFC/mL = unidade formadora de coldnia por mililitro
UTI = unidade de terapia intensiva

W = watts

pL = microlitro

pum = micrdmetro



Rosa FCS. Eficacia da instrumentacéo associada a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana e medicac¢éo intracanal na eliminacdo de biofilmes e na
neutralizacdo de endotoxinas em canais radiculares [tese]. S&o José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista; 2008.

RESUMO

O uso de radiacdo laser como método de desinfeccdo intracanal diante de
microrganismos persistentes a terapia convencional e endotoxinas, que representam um
dos principais agentes etiolégicos envolvidos na patogénese das lesdes periapicais, tem
sido estudada atualmente. Deste modo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a
eficacia da instrumentacao associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com laser
de baixa poténcia e corante azuleno, na eliminacdo de biofiimes intracanal
monoespécies de Candida albicans ATCC 18804, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e
Escherichia coli ATCC 25922 e de biofilmes multiespécies desses microrganismos
associados, e na neutralizacdo de endotoxinas do sistema de canais radiculares. Foi
também objetivo deste estudo analisar a efetividade da medicagdo intracanal de
clorexidina gel 2%, associada & polimixina B, sobre microrganismos e endotoxinas
remanescentes do tratamento com instrumentagdo e Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana. Foram utilizadas 80 raizes de dentes humanos unirradiculados
padronizadas em 16mm e devidamente preparadas. Os espécimes foram contaminados
e incubados por 14, 21ou 28 dias respectivamente para Escherichia coli e Enterococcus
faecalis, Candida albicans e os microrganismos associados. No grupo contaminado com
Escherichia coli foi também verificada a neutralizacdo de endotoxinas. Ap6s periodo de
incubacdo, foi realizada uma coleta do conteddo intracanal que foi semeada em meio de
cultura seletivo para cada espécie. Os dentes foram instrumentados (Kerr 35-80) e, a
seguir, a associacdo do corante azuleno 25% com Endo-PTC foi inserida no interior do
canal e o0s espécimes foram irradiados com laser AsGaAl por 3 minutos.
Subsequentemente foram realizadas duas coletas do contetdo do canal radicular, sendo
uma imediatamente apos a instrumentacdo e Terapia Fotodindmica e outra apds 7 dias.
Em seguida, os canais receberam como medicacdo intracanal, uma associagcdo de
polimixina B com clorexidina gel 2% por 14 dias. Nos grupos contaminados por
Escherichia coli foram também verificadas a neutralizacdo de endotoxina pelo teste
cinético cromogénico. Foram inseridos grupos controle que foram instrumentados,
entretanto ndo receberam tratamento com Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, mas
receberam medicacado intracanal. Os dados pareados de mesma unidade amostral,
obtidos na analise microbiolégica (UFC/mL) e na analise de neutralizacdo de endotoxina
(EU/mL), foram submetidos ao teste estatistico de Wilcoxon (5%) e os dados ndo
pareados ao teste de Mann-Whitney (5%). Concluiu-se que foi verificada efetividade da
instrumentacéo associada a Terapia FotodinAmica Antimicrobiana frente a Enterococcus
faecalis e Escherichia coli no caso dos biofilmes intracanal monoespécie, entretanto nédo
foi verificada efetividade da instrumentagdo associada a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana frente aos microrganismos e neutralizacdo de endotoxinas no caso dos
biofilmes intracanais multiespécies. Foi possivel concluir também que a utilizagdo da
medicacéo intracanal de clorexidina gel 2% associada a polimixina B ndo promoveu total
neutralizacdo de endotoxina de Escherichia coli em biofilmes intracanal monoespécie e
multiespécie, mas apresentou significativa efetividade sobre os microrganismos
estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia FotodinAmica; Endodontia; laser; desinfeccao



1 INTRODUCAO

Os microrganismos sao 0s principais agentes etiol6gicos
das infec¢cdes endodobnticas, sejam pulpares ou periapicais, sendo o
controle e eliminacdo desses microrganismos de extrema importancia
durante todo tratamento endoddntico® > 2> 27 70 € 132 Além disso, é
também objetivo do tratamento a prevencdo da reinfeccdo do canal
radicular® ®° €91,

As bactérias presentes nos canais radiculares podem
colonizar os tubulos dentinarios e canais acessorios, dificultando a
eliminacdo pela instrumentacéo e pelo uso de solucdes irrigadoras?’ © 52,
Além disso, bactérias remanescentes dentro do sistema de canais
radiculares ndo sado acessiveis a defesa do hospedeiro ou a
administrac&o sistémica de agentes antimicrobianos?®’ ¢°?.

Desde o final do século XIX, com os achados cientificos
sobre as infec¢cdes pulpares, tornou-se indispensavel a realizacdo do
preparo quimico-mecanico, a fim de promover a eliminacdo de
microrganismos, seus subprodutos e tecidos necrosados, auxiliados por
solucdo quimica irrigadora que, além de maximizar a remocao destes
detritos, também promove acéo antimicrobianal® ¢ %4, Entretanto, apesar
do conhecimento sobre efetividade antimicrobiana de diversas solucdes
irrigadoras?®®, alguns estudos tém demonstrado que existem indmeros
casos de insucesso do processo de limpeza e desinfec¢ao do sistema de
canais radiculares® 2" 8 €87,

Assim, embora o0s procedimentos de limpeza,
saponificagdo e instrumentacdo dos canais radiculares sejam

efetivamente importantes na eliminacdo dos microrganismos que infectam
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0S canais, a total eliminacéo dos microrganismos e seus produtos é ainda

muito dificil na maioria dos casos?® € ?’

, principalmente pela colonizacao de
espécies como Candida albicans que, juntamente com outros
microrganismos como Enterococcus faecalis e Staphylococcus aures, tém
sido consideradas espécies mais resistentes das infeccfes endoddnticas,
possiveis causadores de falhas em alguns tratamentos® 27 38 51.87. 89 e 110

Observa-se na literatura, que Enterococcus faecalis esta
presente em pequena porcentagem na infeccdo endoddéntica inicial,
estando mais associado a falhas no tratamento de dentes com canais
obturados?® %% 63 110. 126 e 133 5 estydos evidenciam também a alta
prevaléncia de isolados de Enterococcus faecalis em dentes
comprometidos endodonticamente com lesdes periradiculares associadas,
sugerindo ser uma das espécies envolvida na patogénese das lesbes
recorrentes®’: >1€ 134

Na atualidade, a presenca de bactérias Gram-negativas
nas infeccbes endodbnticas € também preocupante. Essas bactérias
apresentam endotoxinas na membrana externa da parede celular, que
sdo complexos lipopolissacaridicos (LPS) com potente acdo citotoxica,
liberadas durante sua duplicagdo ou morte celular, representando o
principal fator de viruléncia dessas bactérias®®. Estudos tém sugerido que
as endotoxinas sdo os principais fatores etiolégicos envolvidos na
patogénese da inflamac&o pulpar e periapical®® ",

Observa-se que ja existe a preocupacao em implementar
técnicas e substancias em endodontia, que tenham atividade na
neutralizagcdo de endotoxinas, além dos outros requisitos, como boa
atividade antimicrobiana e biocompatibilidade® % 112 €124 E fato notério
gue existe na especialidade da Endodontia, uma premente necessidade
de utilizacdo de métodos terapéuticos que possam aumentar a eficacia do
procedimento endoddntico em todas suas fases, diminuindo etapas
clinicas, periodos de tempo de trabalho, possibilitando qualidade maior no

tratamento®.
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Nessa busca, encontra-se respaldo os nows protocolos
de medicacédo intracanal, cujo objetivo estd vinculado a eliminacédo de
microrganismos do sistema de canal radicular promovendo aumento do
sucesso da terapia endodontica. A medicacao intracanal também tem sido
empregada com intuito de reducdo do processo inflamatorio, minimizacao
de algias e como auxiliar no processo de reparagdo dos tecidos
acometidos®.

O protocolo que ainda mais se utiliza como medicacao
intracanal é a base de hidroxido de célcio, seja 0 composto utilizado como
férmula Gnica ou associado a outros medicamentos® 30 3¢ 53, 70. 90 e 126
Entretanto, observa-se uma crescente preocupacdo com a utilizacédo de
medicacfes alternativas ao hidréxido de calcio que sejam efetivas sobre
microrganismos alcalino-resistentes, fungos, virus e outros que estao
emergindo como patdgenos potencias, e que ainda demonstrem atividade
sobre endotoxina de bactérias Gram-negativas®® 3" ®2© % Estudos atuais
mencionam também a importdncia da medicagdo intracanal na
neutralizagéo de endotoxinas’®.

O uso da clorexidina na endodontia é proposto na forma
de solucédo irrigante e como medicagao intracanal, por sua atividade
comprovada sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas®®. Outro
fato importante, € que poucos sdo o0s estudos que demonstram
preocupacdo em investigar a capacidade de medicamentos, como a
polimixina B, que sejam capazes de surtir efeitos na inativagdo de
endotoxina, uma propriedade de relevancia em uma medicacao
intracanal.

Talvez de todas as inovacdes tecnoldgicas passiveis de
aplicacdo na terapia endodéntica, a utilizacao do laser associado a terapia
convencional seja a mais promissora das novidades neste tipo de
tratamento®®.

Estudos recentes viabilizam a aplicacdo do laser na

endodontia como método coadjuvante na remocao de restos dentinarios™
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%, 106 e 107" n5 reducdo de algias pos-tratamento endoddntico®, no

aumento da permeabilidade dentinaria, na estimulacao da reparacao do
tecido periapical e, sobretudo como um importante aliado na desinfeccao
do complexo sistema de canais radiculares?* 32 96 92,106,107 e 122

Na Endodontia, a utilizacdo do laser associado a um
corante com caracteristicas fotossensibilizadoras, chamada Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana ou PDT (Photodynamic Therapy), tem sido
recentemente explorada em diferentes estudos®® % €122, O interesse pela
utilizacdo da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana na Endodontia esta
relacionada principalmente pelo efeito antimicrobiano comprovadamente
constatado desta terapia, por ndo promover resisténcia microbiana, ser
uma técnica de facil aplicacdo, indolor, além de somar a todas essas
caracteristicas, os efeitos benéficos oriundos da terapia com laser, como
bioestimulacdo, analgesia e seu aspecto antiinflamatorio, importantes
condicBes para o sucesso de todas as fases do tratamento endoddntico™
31,35,61,96,106 e 122 N3 cavidade bucal, a eficiéncia, o baixo custo, auséncia
de efeitos sistémicos e de aumento da resisténcia microbiana aos
medicamentos, indica esta terapia como uma importante alternativa
terapéutica as formas convencionais de tratamento3* 3% %6 €106,

O estudo do efeito da radiacdo laser intracanal na
desinfeccdo dos tubulos dentinarios € oportuno, sendo necessario o
desenvolvimento de modelos experimentais que permitam a
demonstracao dos efeitos da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, diante
de microrganismos persistentes a terapia convencional, assim como 0s

efeitos desta terapia na neutralizagéo de endotoxinas.



2 REVISAO DA LITERATURA

A literatura é concordante quando o assunto € evidenciar
gue os agentes microbianos s&0 essenciais ha propagagao e perpetuagao
de doencas infecciosas pulpares e periapicais, embora fatores quimicos e

fisicos possam também induzir processos inflamatérios endoddnticos? & 2>

27, 32, 36, 37, 49, 51, 53, 57, 63, 70, 81, 82, 91, 96, 110, 112, 121 e 134. Os microrganismos e
seus subprodutos sdo considerados agentes etiolégicos de varias
doencas pulpares e periapicais, sendo de grande importancia todos os
aspectos do tratamento endodéntico que envolvam eliminacdo dos
microrganismos, assim como o estudo dos agentes infecciosos envolvidos
no processo infeccioso do canal radicular. Os estudos desses contribuem
para a validacdo das técnicas endodonticas, melhorando o desempenho
do tratamento, aumentando possibilidades de sucesso no emprego das

técnicas? 3 8 25 66, 70,91 e 134

2.1 Consideracdes microbiolégicas das infeccdes endodbnticas

Os microrganismos podem alcancar tubulos dentinarios
expostos por lesdes cariosas, por superficies dentarias desgastadas e por
trincas de esmalte relacionadas a traumas dentarios. Dentre 0s acessos
microbianos aos tubulos dentinérios, pode-se incluir também exposicédo
dos canais acessorios e do forame apical na doenca periodontal,
procedimentos restauradores, via hematogénica (anacorese) e exposi¢cao
pulpar direta. Além destes o comprometimento do selamento oclusal,

restauracoes inadequadas de dentes previamente tratados, assim como a
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extensdo periapical de uma lesdo que se origina no dente adjacente

infectado, podem ser vias de acesso ao sistema de canais radiculares® 8%

100_

Embora tenha sido identificadas mais de 500 espécies
microbianas de isolados da cavidade bucal, apenas um numero
aproximado de 150 espécies ja foram relatadas de amostras provenientes
do sistema de canais radiculares, sendo que individualmente os canais
radiculares sdo colonizados por cerca de 5 a 7 espécies diferentes®’.
Destas, algumas espécies sobrepde-se a outras quanto a capacidade de
sobreviverem e multiplicarem-se neste ambiente®’. As espécies
microbianas que colonizam o sistema de canais radiculares séo variaveis
e dependem de fatores como: nutricdo, baixo potencial de 6xido reducao,
pH, temperatura, interagbes positivas e negativas entre 0s
microrganismos, além dos mecanismos de defesa do hospedeiro e
presenca de agentes antimicrobianos e inibidores. Outros fatores como
presenca de polpa necrética e interagBes bacterianas estdo também
relacionados com a predominancia de determinadas espécies na infec¢cao
do canal radicular &.

Na infeccdo endodontica inicial, a presenca de fatores
nutricionais como carboidratos, glicoproteinas, aminoacidos e proteinas
favorecem colonizacdo de microbiota sacarolitica, cujos géneros
Prevotella, Eubacterium, Porphyromonas e Fusobacterium sé&o
freqlentemente  associados e encontrados neste periodo e
subseguentemente, com o esgotamento de nutrientes como carboidratos
e glicoproteinas, ocorre transi¢cdo para microbiota proteolitica. O aumento
da fermentacdo de aminoacidos e peptideos para a obtencdo de energia
favorece a colonizacao de espécies como Peptostreptococcus, Prevotella,
Porphyromonas, Eubacterium e Fusobacterium nucleatum. Com o cessar
das fontes nutricionais existentes nos fluidos teciduais, bactérias que
hidrolisam proteinas, como Prevotella spp., Porphyromonas spp. e
Actinomyces ssp., assumem importante posicdo nas infeccdes mistas

fornecendo peptideos utilizados por espécies dos géneros Eubacterium e
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Fusobacterium, que ndo possuem a capacidade de clivagem de
proteinas®.

Nas infec¢cdes endodOnticas primarias a presenca de
espécies distintas colonizando o sistema de canais radiculares determina
a caracteristica polimicrobiana desta condicdo, com predominio de
anaerébios Gram-negativos. Nos casos de insucesso do tratamento
endodontico, o processo infeccioso, com o envolvimento de poucas
espécies, ndo exibe as mesmas caracteristicas das infec¢cdes primarias.
Nestes casos, de infec¢cdes endodobnticas secundarias, ha colonizagéo
predominante de anaerébios Gram-positivos? 53 110,

A demanda de oxigénio também determina a composicao
da microbiota endodéntica. Estudos sobre a dinamica das infeccbes
endoddnticas mostram que existe uma relativa proporcdo de
microrganismos facultativos na fase inicial, em que o0 oxigénio esta
presente em grande quantidade nos tecidos. Com o inicio da necrose
tecidual, a tensdo de oxigénio € reduzida pela auséncia da
microcirculagdo e ocorre uma proporcional diminuicdo de bactérias
anaerodbias facultativas com um concomitante aumento das anaerdbias
estritas. Este fato deve-se principalmente pelo aumento da consumacéao
de oxigénio, criando condicfes restritas do mesmo, sustentando o
crescimento da microbiota anaerdbia estrita®®® °,

Embora o favorecimento das espécies anaerodbias estritas
seja fato consolidado ma dindmica da infeccdo endodoéntica, estudos na
literatura mencionam que bactérias anaerObias facultativas sdo mais
resistentes, inclusive a atividade dos antimicrobianos, do que o0s
anaerobios estritos, o que favorece a persisténcia desses, mesmo apoés
terapia endoddntica® © *?*. Os microrganismos anaerébios facultativos,
como Enterococcus spp., podem permanecer em fase latente, com uma
baixa taxa metabdlica por um periodo de tempo, mas mudancas
ambientais, como uma infiltracdo coronaria, podem levar a ativacao
destes microrganismos e conseqiiente proliferacdo dos mesmos®.

Justamente por todas caracteristicas e fatores de resisténcia que
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permitem envolvimento de Enterococcus spp. com 0S caso0s mais
complicados, é que os estudos em Endodontia se preocupam em

empregar a espécie na avaliacdo de seus métodos? 2> 2/ 28. 36, 51, €0, 63, 68,

70,74,85,91,95,121 e 134.

Um grande corpo de evidéncias cientificas indica que da
espécie Enterococcus spp., Enterococcus faecalis é freqliente nos casos
de infeccbes endoddnticas persistentes e secundarias, e aquelas
associadas com falhas no tratamento? 63 84 110. 126 € 134 “ A pyresenca de
Enterococcus faecalis influencia também o progndstico do tratamento
endod6ntico, sendo sempre associada a prognésticos pouco favoraveis?
27,29, 30,63, 68, 85, 91, 106, 110, 123 ¢ 134 ' 5 estudos evidenciam também a alta
prevaléncia de isolados de Enterococcus faecalis em dentes
comprometidos endodonticamente com lesdes periradiculares associadas,
sugerindo ser a espécie envolvida na patogénese das lesbes
recorrentes®’ °2© 134 johnson et al.>! mencionaram em seus estudos que
praticamente todos casos radiograficamente identificados com
periodontite apical possuem isolados de Enterococcus faecalis.

Observa-se na literatura, que Enterococcus faecalis
parece estar presente em pequena porcentagem na infeccdo endodontica
inicial e em grande parte relacionado também com falhas no tratamento
de dentes com canais obturados? % 63.110.126 €134 'gaqndo Al-Hezaimi et
al.2, Enterococcus faecalis permenecem vidveis, mantendo a capacidade
de invasao dos tubulos dentinarios e capacidade de adeséo ao colageno
na presenca de soro humano, sendo estes importantes fatores de
viruléncia para a sobrevivéncia no sistema de canais. Vivacqua-Gomes et
al.’®!, em estudo sobre recuperacdo de Enterococcus faecalis apds
tratamento endoddntico em Unica ou mdultiplas sessbes, além de
observarem que nado existe diferenca na contagem da espécie entre 0s
tipos de tratamento, relatou que mesmo apds 60 dias de selamento do
canal Enterococcus faecalis continua viavel no interior dos tubulos
dentinarios. Além destes aspectos, a resisténcia a diversos medicamentos

antimicrobianos usados no tratamento endoddntico e a resisténcia ao
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hidréxido de calcio por suas caracteristicas alcalino-tolerantes, séo
fundamentais no favorecimento da sobrevivéncia de Enterococcus
faecalis pés-tratamento endoddntico® 27 110121,

Enterococcus faecalis sdo cocos Gram-positivos, que
podem ser encontrados isolados, em pares, ou formando pequenas
cadeias. S&o bactérias anaerdbias facultativas, possuindo habilidade de
crescer na presenca ou auséncia de oxigénio. A espécie Enterococcus
vive em vasta quantidade (10°-108UFC/g de fezes) no intestino humano e
nas circunstancias normais ndo causam dano ao hospedeiro. Estéo
presentes no aparelho genital feminino e na cavidade bucal de alguns
individuos*'®. S&o microrganismos resistentes por sobreviverem em
condi¢cdes ambientais extremas, incluindo elevada alcalinidade (pH>9,6) e
concentragcdo de salinidade. S&o resistentes aos sais Dbiliares,
detergentes, metais pesados, etanol, acidos e a dessecac&o*’. Segundo

|.51

Johnson et al.’”, Enterococcus faecalis apresenta elevada taxa de

sobrevivéncia, podendo manter-se viavel no sistema de canais radiculares

| 121

por até 12 meses. Vivaqua-Gomes et al.”~ menciona que a espécie pode

ser detectada até 700um no interior dos tubulos dentinarios apés 70 dias
de incubacéo.

Mesmo sendo membros da microbiota normal do trato
intestinal, sdo também encontrados nas mucosas de outros tratos,
embora em menor concentracdo’’. As concentracdes de amostras desta
bactéria nas mucosas podem variar em funcdo da influéncia de alguns
fatores como antibidticoterapia, cirurgias, imunocomprometimento entre

outros. No caso da cavidade bucal. Stuart et al.*'®

comentam que a
presenca de Enterococcus faecalis apresenta-se aumentada em amostras
bucais dos pacientes em tratamento endodéntico inicial, no meio do
tratamento e aqueles em situacédo de retratamento, quando comparados
com os individuos que nédo estdo sendo submetidos ao tratamento

endodéntico® © 110

. Quando presentes, a possibilidade de infeccbes com
Enterococcus faecalis surgem quando séo translocados para 6rgdos ou

locais sensiveis!'’. Segundo Stuart et al.}'?, estas bactérias podem se
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translocar do sistema de canal radicular para os nodulos linfaticos,
sugerindo esta como uma provavel rota da patogénese de infeccao
oportunistas nos pacientes.

Na literatura observa-se que em diversos estudos clinicos,
a fase de preparo quimico-mecéanico, assim como a utilizacdo de agentes
antimicrobianos intracanal ndo sao totalmente efetivas na eliminacao de
Enterococcus faecalis do canal radicular?’. Por estas caracteristicas, nota-
se que a eliminacdo total dos microrganismos do sistema de canais
radiculares € um procedimento de dificuldade extrema, embora seja
impreterivelmente necessario para o sucesso do tratamento®! © 8.

Recentemente, as investigacdes por métodos moleculares
tém sido utilizadas, com muita freqiéncia, na determinacdo concisa da
microbiota relacionada com infec¢fes endododnticas. Por estas técnicas
té-se observado a grande prevaléncia do envolvimento de Enterococcus
faecalis com infeccbes endodbnticas, principalmente nos casos
identificados com falhas no tratamento? %6 €134,

Alguns produtos de Enterococcus faecalis sdo postulados
como seus principais fatores de viruléncia. As evidéncias sdo maiores
com relagdo a citolisina e substancia agregativa. Quanto a citolisina, uma
exoproteina com atividade litica para eritrocitos e outras células humanas,
€ produzida por 60% das amostras clinicas patogéncicas e sua presenca
esta associada com as infecgBes mais graves. A substancia agregativa é
uma proteina de superficie que promove a agregacao das células de
Enterococcus faecalis durante a conjugacao propiciando a transferéncia
de plasmidios!!’. Estas bactérias apresentam outros fatores de viruléncia
incluindo &cidos lipoteicdicos que auxiliam em sua relacdo com o
processo da infeccdo endoddntica’l®. Alguns estudos na literatura
mostram que para o processo de aderéncia na célula hospedeira, ha
expressao de proteinas que competem com outras células bacterianas, e
com a resposta imunolégica do hospedeiro®’ %21 A associacéo de seus
fatores de viruléncia, e sua resisténcia aos antimicrobianos contribuem de

forma peculiar em sua habilidade de provocar doencas**°.
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Nos diversos estudos em endodontia € notavel a
preocupacao de técnicas, materiais e substancias antimicrobianas que
sejam efetivas frente a Enterococcus faecalis? 27+ 2% 30 63, 68,85, 91, 106, 110, 123,
126 e 134 Observa-se na literatura o cuidado que os autores demonstram
em instituir solucdes irrigantes que aumentam a eliminagao microbiana do
canal radicular e que facilitem a remocéo de residuos teciduais, materiais
obturadores com melhor capacidade de vedamento e com caracteristicas
antimicrobianas, a melhora dos medicamentos utilizados como curativo de
demora, a associacao destes medicamentos na tentativa de potencializar
a atividade destes medicamentos, e o0 aprimoramento de técnicas visando
0 aumento da eliminacdo antimicrobiana do canal radicular?® 2> 27 33. 51 €.
110 e 134 Em todos estes estudos, a efetividade sobre Enterococcus
faecalis é fator determinante do sucesso seja da técnica, seja das
substancias estudadas.

O envolvimento dos fungos em doencas endodénticas,
principalmente Candida albicans, sdo relatados® ®® 38, Os fungos tém sido
detectados em infeccOes dos canais radiculares, embora o nUmero destas
células nos canais radiculares seja geralmente menor que o de células
bacterianas. Gomes et al.®” em estudo sobre a microbiota dos canais
radiculares, atentam para o0 aumento da prevaléncia de microrganismos
pouco comuns em infeccOes endoddnticas em isolados dos canais
radiculares, como Candida spp., citomegalovirus humano e virus Epstein-
Barr (EBV).

Nas ultimas décadas, a incidéncia de Candida albicans
em infeccdo endodbéntica teve maior atencdo, sendo observada em
infeccbes endoddnticas primarias e refratarias®®. Nos casos de lesdes
periapicais persistentes ao tratamento endodéntico que apés periodo de
proservacdo, sdo chamadas de lesdes refratarias, e apresentam uma
microbiota diferente daquela dos dentes com necrose pulpar e lesao
periapical ndo tratados, também pode-se evidenciar a presenca de
fungos'®.



31

Na cavidade bucal, a espécie Candida albicans é
predominante, constituindo, 60 a 70% do total de isolamentos deste sitio.
Estas estao relacionadas com dois tipos de infecgdo sendo a mais comum
a candidose oral, que se apresenta como uma invasao subepitelial com
formacdo de pseudomembrana. Uma variedade de condi¢cdes de
imunocomprometimento esta associada com tratamento do cancer,
diabetes, transplante de 6rgdos, nascimento prematuro, varias
imunodeficiéncias de células T, incluindo infeccdo por HIV, e uso de
corticosterodides que interferem na regulacdo imunolégica favorecendo a
manifestacdo da viruléncia dos fungos. Candida albicans é um fungo de
grande versatilidade, que pode adaptar-se a diferencas nas condi¢des de
pH, mudancas de expressdes génicas em resposta ao meio ambiente,
aderéncia a vérias superficies, producdo de enzimas degradativas e
mudancas morfolégicas para invaséo teciduaf®® ®.

A espécie Candida albicans, juntamente com outros
microrganismos como Enterococcus faecalis e Staphylococcus aures, tem
sido considerada espécie resistente nas infeccbes endodonticas e
possivel causadora de falhas nos tratamentos® 27 38 1. 87.89 e 110 pqig
resisténcia tem sido atribuida aos fatores de viruléncia de Candida
albicans como dimorfismo, adesinas, producao de enzimas fosfolipases e
proteinases'’. Segundo Munin et al.”®, a formac&o de tubo germinativo é
um fator importante de viruléncia de Candida albicans. Radcliffe et al.8’
relataram que existem poucas informacdes a respeito da persisténcia e
sobrevivéncia dos microrganismos ap0s o0 término do tratamento
endodontico. Segundo estes autores, Candida albicans esta associada
com casos clinicos de persisténcia da infeccdo endodéntica e com casos
de falhas no tratamento. Tem-se estendido as espécies de Candida,
significante persisténcia nas infec¢cdes periapicais. Entretanto, o mais
significante € que quando a espécie esta presente, dificimente ha uma
resposta efetiva a limpeza convencional, um procedimento que elimina,

em grande parte, os outros microrganismos®’ © %,
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Na literatura, o0os autores mencionaram isolados de
Candida albicans em torno de 21% das amostras provenientes de canais
radiculares e alguns observaram microrganismos com caracteristicas de
leveduras em canais de dentes obturados relacionados com falhas® %8¢
101 " Fungos na forma de levedura foram encontrados ao longo da parede
do canal radicular, em 40% dos casos como uma célula simples esférica e
oval, geralmente com quatro a seis pm de diametro®89¢ 1%,

O aumento no interesse em relacionar Candida albicans
com as infecgcbes endodoOnticas, particularmente em infeccbes
secundarias e persistentes associadas com falhas da terapia endodontica,
estad mais voltado ao fato de que Candida albicans foi comprovadamente
resistente a algumas medicacfes e substancias quimicas comumente
empregadas na endodontia, incluindo hidréxido de calcio associado a
diferentes veiculos'®*.

A presenca de fungos relacionados as infeccdes
endodbnticas podem ocorrer em casos em gue nao houve tratamento,
mas os fatores exatos que afetam a colonizacdo dos canais radiculares
por espécies fangicas, ainda ndo estdo totalmente elucidados® 8° © 10,
Existem especulagdes de que, entre as possibilidades, a coloniza¢do por
fungos possa ocorrer devido contaminagdo durante o tratamento,
possibilidade de diferencas na susceptibilidade da microbiota em
infeccbes do canal radicular com a utilizagéo de diferentes medicagdes
intracanais empregadas no tratamento endodéntico e, ainda,
administracdo de antibioticos sistémicos, o que poderia facilitar o seu

crescimento®®.

Sugere-se que a redugcdo de cepas especificas de
bactérias intracanal durante o tratamento endodbntico permite o
sobrecrescimento de fungos e diminuicdo dos nutrientes no ambiente?®.
Adicionalmente, os fungos também podem ter acesso ao interior do canal
via cavidade bucal, como resultado de auséncia ou ineficiéncia da
assepsia da técnica durante o tratamento, ou ainda por exposi¢cdo do

canal ao meio bucal diante de uma abertura coronaria® "% 87¢8°,
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Os casos de aumento da resisténcia de Candida albicans
aos agentes antifungicos e antimicrobianos nos ultimos anos € um dos
fatores que podem estar relacionados a presencga de fungos nos canais
radiculares®® *® © 7®. Estudos tém demonstrado que hidroxido de dlcio,
substancia de atividade antimicrobiana de efichcia comprovada em
endodontia, ndo é totalmente efetivo frente a Candida albicans e outros
microrganismos, particularmente relacionados com casos de insucesso na
terapia endodontica. Este fato justifica o aparecimento de estudos que
langam méao da associagdo de medicac¢fes para tratamento endoddntico,
assim como a associacéo de técnicas? 3 & 38 70,89, 101,106, 109, 115 & 126

As caracteristicas referentes a infectividade de Candida
albicans no canal radicular desperta para a real necessidade de estudos
gue avaliem o potencial antimicrobiano das inumeras técnicas e
medicacdes que vem despontando como viaveis de utilizacdo na terapia
endododntica.

A colonizagéo de bacilo Gram-negativo na cavidade bucal
tem sido bastante associada a pacientes imunocomprometidos, sendo
gue a boca pode constituir foco para infeccfes sistémicas relacionadas a
essas bactérias e para infeccbes locais como mucosite e infeccbes
endoddnticas®>.

Bactérias anaerébias Gram-negativas sao predominantes
na colonizagdo polimicrobiana do sistema de canais radiculares nas

53 e 110 Essas bactérias sdo

infeccbes endodénticas primarias®
freqientemente isoladas de canais radiculares ou lesdes periapicais, cuja
presenca esta relacionada com sintomatologia clinica e presenca de
exudacao purulenta®®.

Dentre as bactérias Gram-negativas envolvidas com
infeccbes endodbnticas destaca-se Escherichia coli, por seus fatores de
viruléncia tdo bem estabelecidos. Varias estruturas celulares desta
bactéria, como flagelos e cépsulas conhecidos respectivamente como
antigenos H e antigenos K, e a molécula de lipopolissacarideo (LPS) que

contém antigeno O representam as estruturas imunogénicas relacionadas
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com a viruléncia da espécie. O lipidio A e o peptideoglicano sao também
fatores de viruléncia associados a febre e manifestacdes clinicas
gerais*’.

O lipopolissacarideo, também conhecido como
endotoxina, € uma estrutura encontrada na parede de todas bactérias
Gram-negativas, s8o compostas por polissacarideos (agucares
polimerizados), lipidios (complexos contendo &acidos graxos) e proteinas,
estabelecendo a nomenclatura de lipopolissacarideo (LPS) pela
enfatizacdo de sua estrutura quimica. Lipidio A é uma regido da molécula
de endotoxina responsavel por seus efeitos téxicos. Em 1993, Raetz
publicou uma breve revisdo sobre a sintese do lipidio A, e classificou as
endotoxinas como lipidios extraordinarios®! ¢ 82,

Outro importante fator de viruléncia de bactérias Gram-
negativas € a habilidade de secretar proteases, que podem contribuir na
patologia da lesdo pela degradacdo da matriz proteica prejudicando a
integridade tecidual. Algumas enzimas podem até degradar componentes
do sistema de defesa do hospedeiro como anticorpos, citocinas, entre
outros®,

Quanto a importancia de bactérias Gram-negativas no
processo de infeccdo em endodontia, esta relacionada principalmente
com a liberacdo de endotoxina. As bactérias Gram-negativas, como
Escherichia coli, sGo comumente encontradas na cavidade bucal. Quando
ocorre morte dessas bactérias, as células sofrem rompimento e hé
liberacdo de endotoxinas®®%°.

Essas bactérias podem alcancar a regido intracanal
principalmente quando a polpa dentéria fica exposta a cavidade bucal por
processos cariosos ou traumas coronarios>®. Muitos estudos que
relacionam a endotoxina na infec¢éo pulpar e periapical demonstram que
séo provenientes de bactérias Gram-negativas viaveis que podem se fixar
no canal radicular e quando morrem por acdo da medicacao intracanal,
59, 81, 82,

liberam endotoxina promovendo respostas dos tecidos periapicais

93,8293, 99, 1122 124 Além disso, podem ser liberadas durante o tratamento
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endoddntico como resultado da morte de bactérias Gram-negativas
durante a instrumentacao®.

As endotoxinas s&do portanto, importantes no
envolvimento, progressdo e patogenicidade, principalmente de lesbes
periradiculares'?*. Sdo agentes biolégicos potentes, oriundos da
membrana celular de bactérias Gram-negativas, liberados na fungéo de
mediador imunolégico em conjuncdo de um rompimento celular®®® %4 Em
geral, sdo responsaveis por patogenicidade local e generalizada, reacdes
inflamatdrias primarias na pele, efeitos hemodindmicos e vasculares,
aborto, imunotolerancia, entre outros®.

Dr. Herbert Schilder obteve seu maior reconhecimento
guando realizou o primeiro e classico artigo sobre o envolvimento da
endotoxina com os problemas endodonticos na edi¢cdo inaugural do
“Journal of Endodontics™’. Foi o primeiro a detectar e quantificar os niveis
de endotoxina em dentes com problemas endodénticos, asociando
pioneiramente endotoxina e problemas endoddnticos. Schilder e
colaboradores especularam que bactérias Gram-negativas apresentavam
um significante envolvimento com a patogénese das doencas
endodénticas*’. A partir dos postulados de Schilder sobre o envolvimento
de endotoxina de bactérias Gram-negativas com problemas endodénticos,
foi possivel o despontamento de diversos estudos na literatura com o
objetivo de detalhamento nesta relacdo buscando, entre outras, respostas

para alguns aspectos até entdo pouco explorada na endodontia®® 8 93 9.

112 e 124

Estudos recentes tém mostrado que a endotoxina é um
rapido e potente agente no desenvolvimento de lesdo periradicular® 8% %%
99112124 Tem sido relacionada com a estimulacdo de producéo de IL-6,
uma citocina pré-inflamatoria, que estimula atividade osteoclastica em
fibroblastos pulpares, particularmente na presenca de metil-mercaptana,

produzido por anaerébios Gram-negativos*?*

. Induz a expresséo génica
receptora de IL-10 em fibroblastos pulpares, que esta relacionada com a

inibicAo da expresséo de citocinas pré-inflamatorias IL-6 e IL-8. Além
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disso, a IL-10 tem vantagem no processo de cura por diminuir a resposta
inflamatéria depois de injaria pulpart'? ¢ %4, Também apresentam efeitos
biolégicos importantes com quimiotaxia para neutréfilos, ativagcdo do
sistema complemento, inducéo de febre, alteracdes estruturais, funcionais
e metabdlicas em muitos organismos e células>® 8.

Jacinto et al.*® relataram que endotoxinas sdo potentes
antigenos que podem estimular a producdo de anticorpos mesmo em
pequenas concentracdes. Segundo Schein e Schilder’®, a ac&o destrutiva
da endotoxina € imediata com ativagdo do sistema complemento.
Subsequentemente, hd uma quebra do fragmento C5 do complemento,
gue esta relacionado com o aumento da permeabilidade vascular, causam
vasodilatacdo e quimiotaxia para leucécitos PMN e macréfagos. Os
autores observaram que ha uma correlacdo positiva entre o0 aumento do
nivel de endotoxina com os sintomas clinicos. Segundo os estudos, a
liberacdo de histamina e substancias polipeptidicas vasoativas, depois da
inoculacdo de endotoxina, estdo extremamente relacionadas com
producéo da dort? €124,

Recentemente, grande quantidade de IL-1 e TNF-o foram
detectados de pulpites e associados aos casos de reabsorcdo 6ssea com
presenca de endotoxina acumulada em areas de infeccdes*®.

Williamson et al.'?*, relataram que o processo da
penetracdo de endotoxina no sistema de canais radiculares, e seu acesso
no tecido periradicular, € importante para uma melhor compreenséo sobre
as maneiras pelas quais os canais podem contaminar-se ou recontaminar-
se por bactérias.

Além de todos esses fatores, a endotoxina de bactérias
Gram-negativas como Escherichia coli, prové uma barreira a muitas
moléculas e contribui para a resisténcia a drogas observadas nessas
bactérias®.

Uma observacédo de importancia foi feita nos estudos de
Leonardo et al.®® e Tanomaru et al.''?, onde mencionaram que os

tratamentos endodonticos de dentes com necrose pulpar e leséo
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periradicular cronica, devem ser baseados nao somente na eliminacdo de
microrganismos, mas também na inativacdo dos efeitos toxicos dos
lipopolissacarideos. Segundo estes autores, a prepara¢do biomecanica
do canal radicular somente reduz potencialmente a microbiota, nao
eliminando totalmente os microrganismos do sistema de canais, além de
também ndo agir efetivamente sobre endotoxinas. Este fato favorece a
necessidade do uso da medicacdo intracanal e aprimoramento de
técnicas.

Na Odontologia, observa-se a preocupacédo de estudos
sobre medicamentos ou substancias com potencial de inativacdo de
endotoxina bacteriana®® % 112€124
Embora estudos na literatura analisem a relagdo entre

endotoxina e a infeccdo endodéntica® 9 112 e 124

, poucos resultados
importantes foram constatados sobre técnicas e substancias
verdadeiramente eficazes na inativacdo de endotoxina, fator de apreco na
constatacao da efetividade quanto ao uso na terapia endodontica.

O conceito de infeccdo do canal como biofilme é pouco
explorado na literatura, embora seja de conhecimento que os canais
infectados possuem uma microbiota complexa distribuida na forma de
comunidades isoladas no limem do canal, como agregados densos
aderidos as paredes dentinarias podendo penetrar nos tabulos dentinarios
em profundidades variaveis acima de 300um?3® 3" %3€ % @ pjofilme é um
termo que pode ser definido como um agregado microbiano complexo,
onde células associadas estdo envolvidas por matrix extracelular
polissacaridica® ¢ +°,

Quando a comunidade de microrganismos torna-se
irreversivelmente aderidas a determinadas superficies, o biofilme formado
exibe propriedades fenotipicas distintas e tende a ser mais resistentes a
acdo de agente antimicrobianos®* % 1% €132 gequndo Zanin et al.®**1%?,
as caracteristicas que diferem um biofilme de sua contrapartida
planctbnica estdo relacionadas com a presenca de polimeros

extracelulares, composicdo da parede celular, taxa de atividade
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metabdlica e expressdo génica. Soukos et al.l®

mencionaram que as
principais hipéteses sobre a reduzida susceptibilidade do biofilme aos
agentes antimicrobianos € a dificuldade de penetragdo, possibilidade de
inativagdo do agente e existéncia de microrganismos com crescimento
lento ou em estado de repouso.

Existem ewvidéncias de que o biofiime tende a resistir
também as forcas mecénicas de remocgéo, além de serem resistentes as
defesas especificas e ndo especificas do hospedeiro. Os mecanismos de
resisténcia relacionados incluem barreira de difusdo quimica e fisica
contra a penetracdo de agentes antimicrobianos, forga de coeséo entre as
células e emergéncia de biofilmes fendtipos especificos quando aderidos
& superficies'®® 132,

Nota-se clara tendéncia dos estudos na literatura em
testar técnicas, materiais e medicamentos sobre diferentes formas de

42, 72, 75, 125 e 130

biofilmes , a0 invés do emprego de microrganismos na

forma planctonica. Nestes estudos € comum o0 emprego de biofilmes
monoespécies e multiespécies para observacdo das caracteristicas

nestes tipos distintos de comunidades microbianas biofilmes** 7% 7> 125¢

130

As infecgbes endodoOnticas sao caracteristicamente
oriundas da interacdo de uma comunidade microbiana organizada em
forma de biofilme para que ocorra o estabelecimento da infec¢éo e para a
determinacdo da intensidade das manifestacfes clinicas, assim como
outras infeccbes persistentes também relacionadas com a presenca de

bioﬂlmes37, 49, 53, 102 e 105

2.2 Aspectos endodénticos na eliminagcdo microbiana

Estudos tém reportado a importancia do tratamento

endodbntico com vistas a eliminagdo da colonizagdo microbiana do
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sistema de canais radiculares, principalmente pelo fato dos
microrganismos serem apontados como 0s agentes etioldégicos mais

relacionados com o desenvolvimento dessas doengas® 3 25 2734, 36,38, 37,

57,70,96 e 134.

O tratamento endodéntico, ao utilizar agentes quimicos
em associacdo com técnicas mecanicas, busca romper o equilibrio do
ecossistema microbiano com a finalidade de promover desinfec¢céo do
sistema de canais radiculares. A desinfeccdo e a modelagem na terapia
endododntica, seguidas de uma obturacdo hermética do sistema de canais
radiculares, sdo essenciais no sucesso do tratamento®.

Objetivando a eliminacdo microbiana dos canais
radiculares infectados e prevenindo a reinfeccdo dos canais é que alguns
autores apontam o completo preparo quimico-mecéanico como uma das
etapas mais importante na desinfeccdo endodéntica, mesmo sendo de
conhecimento, que a obturacédo € essencial na prevencdo da reinfeccéo
do canal® 33 34 36.57.91e 96

Esse objetivo de eliminacdo microbiana do sistema de
canais radiculares além de ser alcancado pela remocdo mecanica da
dentina infectada usualmente em combinagdo com a irrigagdo de um
agente antimicrobiano € relacionado também a etapa de medicacao
intracanal entre as sessdes® * © 3 A medicacdo deve apresentar
atividade antimicrobiana para manutencédo da condicdo de desinfeccao
promovida no preparo quimico-mecanico e para produzir atividade
antimicrobiana sobre possiveis microrganismos remanescentes® 2° 33 36.53

e 90

Segundo Gomes et al.*®

, embora a etapa de medicacéo
intracanal seja impreterivelmente importante no sucesso de qualquer caso
de tratamento endodéntico, sua relevancia aumenta principalmente nos
casos de infeccbes resistentes ao tratamento convencional, onde ha
presenca de exsudacdo continua e dor. Basrani et al.®, descrevem que
apesar da limpeza mecanica reduzir consideravelmente o namero de

microrganismos, acredita-se que o numero de bactérias remanescentes
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desta etapa possa ser controlado somente com o uso de uma medicacao
intracanal durante e apés as sessfes de preparo.

Outra etapa do tratamento endododntico que se sobressai
para completar o sucesso da desinfeccdo intracanal € o selamento
adequado do canal radicular®® > ¢ 1?1, O selamento hermético do limem
do canal com um cimento obturador, que proporcione um selamento de
microrganismos remanescentes das etapas anteriores e que conserve
caracteristica antimicrobiana, também contribui na eliminacdo de
microrganismos e prevencdo de recontaminagdo do sistema de canal
radicular®®® 21,

Todos 0S procedimentos descritos reduzem
principalmente o numero de microrganismos viaveis nos canais
radiculares, entretanto, toda a complexidade anatdbmica peculiar do
sistema de canais dificulta a completa eliminacdo microbiana do canal,
permitindo que microrganismos remanescentes proliferem e possam
causar infecgdo secundaria e alteragBes periapicais, promovendo falhas
da terapia endodéntica®® 28 53 68.91, 96, 121 e 134

As areas como istmos, ramificacbes, deltas,
irregularidades e tubulos dentinarios sdo locais complexos do sistema de
canais radiculares onde a colonizagdo microbiana encontra anteparo
mecanico. Essas éareas sao dificilmente alcancadas pelos agentes
antimicrobianos utilizados na terapia endodbntica convencional e
representam um obstaculo na efichcia do tratamento endoddntico.

Menezes et al.”®

em estudo sobre a efetividade de agentes irrigantes e de
medicamentos para utilizagcdo intracanal, relataram a dificuldade da
eliminagdo microbiana dos canais radiculares utilizando-se apenas
solucdes irrigantes durante a instrumentacdo e medicacao intracanal.

Melker et al®

relataram a importancia do conhecimento anatémico do
sistema de canais radiculares. Segundo os autores, 0 avanc¢o tecnoldgico
tem possibilitado aumento na observacdo de minuciosidades anatdémicas
promovendo condicdes de contornar os problemas decorrentes das

dificuldades inerentes da complexidade anatébmica dos canais radiculares.
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Embora os procedimentos de limpeza, saponificacdo e
instrumentacao dos canais radiculares sejam efetivamente importantes na
eliminagao dos microrganismos que infectam os canais, a total eliminagao

dos microrganismos é ainda muito dificil na maioria dos casos® 273437 95¢

121

Segundo Schoop et al.*® de todos os fatores que acercam
o tratamento endodéntico, a eliminacdo microbiana efetiva do sistema de
canais radiculares é talvez o maior desafio da Endodontia atual e é de
inestimavel valor para a preservagcdo do dente tratado endodonticamente.

Kreisler et al.>’

em estudo sobre comparacao da efetividade de agentes
irrigantes e laser diodo na desinfeccdo de canais radiculares
mencionaram que o sucesso em longo prazo do tratamento endoddntico é
de aproximadamente 90%, e enfatiza a dificuldade de obter sucesso na
terapia endoddntica convencional.

E pelo fato dos microrganismos estarem tdo relacionados
com o desenvolvimento, a progressao de doencas pulpares e periapicais
e falhas no tratamento endodontico que diversos autores na literatura
referem-se ao fato de que o sucesso do tratamento endoddéntico esta
associado a eliminacdo eficiente dos microrganismos na terapia
endodéntica® & 27+ 68 87. 9. 110 e 123 pqr t9dos esses motivos é possivel
ressaltar que, além de ser objetivo do tratamento endodéntico a
eliminacdo microbiana, é também objetivo do tratamento a prevencéo da

reinfeccdo do canal radicular® %6,

2.3 A importancia da medicacao intracanal no sucesso do tratamento

endodobntico

Varios estudos relataram a preocupacao dos autores com
os medicamentos utilizados na endodontia para assegurar 0S

procedimentos de limpeza e desinfec¢cédo dos canais entre as sessdes do
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tratamento e evitar reinfeccdo do canal® 2> 29 36. 53. 70, 109, 123 e 126 N5

literatura menciona-se o fato do preparo quimico cirdrgico nao ser
suficiente para tornar o canal livre dos microrganismos, sendo que
microrganismos séo isolados a partir de 40 a 50% dos canais®™.

O uso de medicacao intracanal elimina microrganismos do
sistema de canal radicular e tem sido relacionada com o aumento do
sucesso na terapia endododntica. As medicacdes intracanal sdo usadas
com o intuito de eliminar microrganismos do sistema de canal radicular e
prevenir proliferacdo microbiana entre as sessées do tratamento®® ¢ ¢,
Também tem sido empregada com intuito de reducdo do processo
inflamatoério, minimizacdo de algias e como auxiliar no processo de
reparacéo dos tecidos acometidos®.

O protocolo que ainda mais se utiliza como medicagéo
intracanal é a base de hidroxido de célcio, seja o composto utilizado como
férmula Gnica ou associado a outros medicamentos® 30 36 53, 70. 90 e 126
Entretanto observa-se uma crescente preocupacédo com a utilizacdo de
medicacOes alternativas ao hidroxido de calcio que sejam efetivas sobre
microrganismos alcalino-resistentes, fungos, virus e outros que estéao
emergindo como patdgenos potencias, e que ainda demonstrem atividade
sobre endotoxina de bactérias Gram-negativas®: >3 %0¢ 110,

Segundo Basrani et al.®, acredita-se que o nimero de
microrganismos remanescentes no canal pode ser controlado pelo uso da
medicacao intracanal durante as sessdes do preparo do canal. Entretanto
microrganismos resistentes como Enterococcus faecalis e Candida
albicans conservam-se viaveis com o0 uso das medicagfes intracanal
convencionalmente utilizadas como, por exemplo, o hidroxido de calcio o
gue segundo esses autores € um assunto de questionamento nos estudos
mais atuais®.

Nos estudos de Siqueira Junior et all®

, observou-se
preocupacdo na realizacdo de estudos com medica¢des intracanal que

sejam eficazes na eliminacdo de fungos relacionados com infeccao
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endoddntica, em virtude de ocorréncias sobre a resisténcia destes a
medicacéo intracanal comumente utilizada no tratamento endodéntico.

Estudos mais atuais mencionam também a importancia da
medicacdo intracanal na neutralizacdo de endotoxinas®. A morte e
replicacdo de microrganismos Gram-negativos durante o tratamento,
promove a liberagdo de endotoxinas que sao capazes de produzir
diferentes reacOes biologicas exacerbando o processo inflamatorio
decorrente da infeccdo do canal. Baseado nestas evidéncias €
preocupacao que a medicacéo intracanal, para ser considerada realmente
eficaz, também possua a capacidade de neutralizar endotoxinas, além de
eliminar microrganismos e prevenir a reinfeccdo® '0- 81 93e 112,

Com o propoésito de avaliar medicagdes intracanal que
demonstrem eficacia frente a microrganismos mais resistentes e seja
eficiente na neutralizacdo de endotoxina, € que se observa na literatura
atual a ascensao de medicamentos alternativos aos convencionais e a

crescente utilizacdo das medicacbes associadas® 29 30 59 60. 80, 102, 101, 112 e

126.

Muitos estudos relataram a viabilidade do uso da
clorexidina como medicac&o intracanaf 29 30 36. 53, €0, 80, 89, 101, 109 e 126 i
uso da clorexidina na endodontia é proposto na forma de solugao irrigante
e como medicacao intracanal, por sua atividade comprovada em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas®®. Segundo Siqueira Junior et al.}0*1%,
a clorexidina € um agente antimicrobiano que tem emergido como uma
medicacdo intracanal potencial principalmente nos casos de lesbes
periapicais. A clorexidina € uma bisbiguanida catibnica com boa atividade
antimicrobiana que age interferindo na parede celular dos microrganismos
e causando extravasamento dos componentes intracelulares. E efetiva
sobre Candida albicans, € bacteriostatica em concentracées menores que
0,2% e bactericida em concentracbes maiores que 2%>. Uma das suas
caracteristicas favoraveis a utilizacdo na endodontia é sua boa
53,80, 102 e 126. Além

substantividade, segundo alguns estudos, até sete dias

disso, a clorexidina utilizada intracanal na forma de gel, tem mostrado
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possuir boa capacidade de penetracdo no sistema de canais radiculares,
requisito importante para uma medicac&o intracanal®® 1%,

Na endodontia, a forma gel da clorexidina tem sido
bastante investigada. Uma das preocupacdes quanto ao uso esta
relacionado a propriedade de dissolucdo de matéria organica. Okino et
al.®’ em seus estudos avaliaram a dissolucdo do tecido pulpar por
clorexidina gel 2% e solucdo aquosa 2% em comparacdo com hipoclorito
de sodio em diferentes concentracfes. Os autores observaram que a
clorexidina gel ndo promoveu dissolugao do tecido pulpar. Segundo Karim

153, a aplicacdo da clorexidina combinada com natrosol gel (Aqualon®)

eta
tem sido sugerida para utlizagdo como medicacéo intracanal, ja que o
natrosol gel € um agente nao ibnico, inerte, solivel em agua e que pode
ser completamente removido do canal, e a clorexidina € um agente
antimicrobiano efetivo, com baixa toxicidade.

Evans et al.*°, Karim et al.>® e Siqueira Junior et all®
mencionaram em seus estudos que a clorexidina gel ndo tem habilidade
para dissolver tecido, porém suas propriedades antimicrobianas e a
substantividade sustenta sua aplicabilidade como medicacéo intracanal.

Outra propriedade importante mencionada por Lin et al.®°

| 103

e Siqueira
Junior et a € a biocompatibilidade da clorexidina com os tecidos
periapicais favorecendo o uso como medicacao intracanal.

Algumas combinagdes da clorexidina com outras
substancias para uso como medicacéo intracanal tem sido observada.
Basrani et al. corroboraram que a combinacao da clorexidina gel 2% com
hidréxido de célcio, pode ser utilizada como medicacao intracanal. Evans
et al®* avaliaram o efeito da mistura de hidréxido de célcio com
clorexidina 2% sobre Enterococcus faecalis em tubulos dentinarios,
demonstrando maior efetividade desta associacdo se comparado ao
hidroxido de calcio associado a 4agua destilada. Karin et al.®®
mencionaram a utilizacdo de uma formulacédo de clorexidina clorada para

utilizacao intracanal.
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Pode ser observado na literatura que os estudos néo
possuem a preocupacao em investigar a capacidade dos medicamentos
na inativagcdo de endotoxina, propriedade de relevancia na medicacao
intracanal. O acumulo de endotoxinas nos canais infectados pode
estimular o aparecimento de lesées periapicais e reabsorcéo 6ssea®.

Leonardo et al®® mencionaram a possibilidade da
associacdo de substancias capazes de inativar endotoxina como, por
exemplo, a polimixina B, na tentativa de eliminar seu potencial
biolégicamente toxico. Como muitos produtos utilizados na inativacao de
endotoxinas possui efeitos indesejaveis, a viabilidade destes quanto ao
uso clinico deve ser investigada.

A polimixina B € um dos componentes do grupo de
antibiéticos derivados do Bacillus polymyxa. E um decapeptideo que
contém quatro anéis de acido 2,4— diaminobutirico’®. Acredita-se que sua
acdo esta relacionada a alteracGes na estrutura da membrana das
bactérias, resultando em um extravasamento dos componentes

L’ o antibidtico é conhecido

intracelulares essenciais. Segundo Ogita et a
por desestruturar a barreira de permeabilidade da membrana
citoplasmética por formagédo de um complexo com o lipopolissacarideo e
também aumenta a permeabilidade da membrana para uma grande
variedade de moléculas, o que pode ser letal & célula bacteriana. Possui
uma agao antimicrobiana contra uma ampla variedade de microrganismos
Gram-negativos e ¢é particularmente eficaz contra Pseudomonas
aeruginosa'® %, Segundo Oliveira et al.??, polimixina B é um antibiético
gue apresenta importantes resultados na neutralizacdo de endotoxina em
canais radiculares.

|45

A polimixina B foi estudada por Heijdin et al.”” e Messeder

et al.”t

na eliminacdo de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes,
isoladas de ambientes hospitalares, como a Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), e foi considerada pelos autores, eficiente no tratamento de

pacientes infectados por Pseudomonas aeruginosa.
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Observa-se que existe a preocupacdo em implementar
uma medicacdo intracanal que tenha atividade na neutralizacdo de
endotoxinas, além dos outros requisitos de relevancia em uma medicacéo

intracanal. Oliveira et al.??

avaliaram o efeito da polimixina B isolada e em
associacdo com outras substancias na utilizacdo como medicacao
intracanal, demonstrando que a polimixina B neutralizou endotoxinas além
de proporcionar alteracdes nas propriedades dos lipopolissacarideos em
estimular a producéo de linfécitos B e a combinacao da polimixina nao foi
capaz de neutralizar endotoxinas.

A utilizacdo da medicacdo intracanal é de importancia
impar no sucesso da terapia endodontica, consolidando ainda mais a
necessidade de estudos que contribuam para o aprimoramento das

substancias utilizadas para este fim®® 53 6080103

2.4 Irradiacdo laser e aplicacdo napréatica endodéntica

O primeiro laser, laser ruby, foi criado por Maiman em
1960 e foi introduzido na Odontologia por Stern, Sognnaes e Goldman et
al. em 1964°% 8 ¢ ® Desde entdo se verificou na literatura, uma grande
repercussao de pesquisas relacionadas a aplicagdo clinica do laser na
pratica odontolégica. Com isso foi observada também a emergéncia
paralela da organizacdo que suporta laser na Odontologia em instituir
protocolos de uso para os mais diversificados fins na area®?.

O fascinio que o laser exerce sobre 0s pesquisadores
explica-se por suas caracteristicas excepcionais como
monocromaticidade, pequena divergéncia, coeréncia espacial e temporal,
intensa energia ou intensa poténcia, pulsos ultracurtos, possibilidade de
ajuste do comprimento de onda, entre outras®*. Segundo Bagnato®, a
monocromaticidade é a caracteristica mais marcante da luz laser, e ocorre

porque a energia carregada pelo féton estimulante e pelo féton emitido
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sdo as mesmas. Uma segunda caracteristica importante descrita pelo
autor é o fato de que a intensidade do feixe laser pode ser extremamente
grande, ao contrario das fontes de luz convencionais. Outras
caracteristicas importantes sdo o carater direcional do feixe laser e a
coeréncia do mesmo®.

Na area da saude, a terapéutica usando a luz laser esta
cada vez mais presente na pratica clinica diaria, o que se deve
principalmente, ao fato do desenvolvimento das técnicas de aplicacdo do
laser e do melhoramento da tecnologia de fibras-6pticas®. O
desenvolvimento da tecnologia requer uma convergéncia dos estudiosos
de muitas areas incluindo fisica Optica, engenharia, bioquimica,
farmacologia e adicionalmente, os diferentes setores da area da satde®.

O laser € uma forma de luz, como indica seu nome (light
amplification by stimulated emission of radiation), e uma excepcional fonte
de radiacdo capaz de produzir, em bandas espectrais extremamente
finas, campos eletromagnéticos intensos e coerentes que se estendem do

infavermelho remoto ao ultravioleta®* € %!

, cuja cor da luz depende do seu
comprimento de onda. Os comprimentos de onda menores emitem luz
violeta que vai sofrendo variacdes até a luz vermelha visualizada nos

maiores comprimentos de onda (Figura 1).

FIGURA 1 - Representacdo esquematica da distribuicdo de alguns tipos de
laseres em seus respectivos espectros (nm)®.
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Os aparelhos que emitem radiacéo laser sado constituidos
basicamente de componentes mecanicos, como painel de controle,
sistemas e mecanismos de liberacdo do feixe de luz, por componentes
elétricos representados pela fonte de energia e os eletrodos e por
componentes o6pticos, que consiste na cavidade Optica, refletores de
fétons, fonte de energia, meio ativo, lentes e filtros. A luz laser emitida é
caracterizada por apresentar sempre ondas eletromagnéticas com o
mesmo comprimento de onda, mesma direcdo, mesma frequéncia e cor,
diferenciando da luz convencional que possui distintos comprimentos de
onda, em todas direcdes que € resultado da combinacdo de varios
espectros®.

Para seu funcionamento, o laser necessita,
primeiramente, da disposicdo de um meio ativo, ou seja, uma colecao de
atomos, moléculas ou ions, que emitem radiacdo na parte Optica do
espectro. Em segundo lugar, deve ser satisfeita uma condicdo conhecida
sob o nome de inversao de populagdo que é gerada por um processo de
excitacdo denominado de bombeamento, que transforma o meio ativo em
amplificador de radiacdo Também é indispensavel uma reacéo optica para
0 sistema composto por essa reacdo 6ptica e pelo meio ativo seja a sede
de uma oscilac&o laser®t® 116,

Existem varios tipos de laseres, 0s quais sdo classificados
guanto ao meio ativo que produz a radiacdo laser (gasoso, solido,
semicondutor ou liquido), ou ainda pelas possibilidades de utilizacédo
(cirargico ou terapéutico). Sdo exemplos de laseres cujo meio ativo seja o
gas, os lasers de CO,, HeNe, argbnio e excimer. Os lasers sélidos séo
representados pelo laser rubi, Nd:YAG, Er:YAG, ErCr:YSGG e Ho:YAG,
os lasers semicondutores sdo emitidos por cristais semi-condutores como
€ 0 caso do laser de diodo (AsGaAl), e o laser liquido esta relacionado
com o corante rodaina. Existem lasers combinados, sendo exemplos a
combinacdo do HeNe+diodo e Nd:YAG+Er:YAG®.

Os sistemas laseres sdo classificados quanto nivel de

excitabilidade no tecido-alvo biolégico. Uma vez absorvido pelo tecido,



49

podera atuar molecularmente, excitando elétrons ou partes da molécula,
promovendo movimento das cargas nessa molécula. Se essa
excitabilidade for relativamente pequena, ou seja, tratando-se do laser de
as reacdes quimicas e fisioldgicas naturais do tecido, contudo, tratando-se
de laser de alta intensidade, a energia depositada no tecido-alvo sera tao
grande a ponto de romper ligacbes quimicas dessas moléculas, ou
mesmo remover elétrons, resultando no rompimento do tecido. Essa é a
diferenca basica entre um laser de baixa intensidade, que rompe ou
modifica permanentemente o tecido através do corte, ablacao,
coagulacdo e vaporizagéo do mesmo®.
Laser de baixa poténcia opera tipicamente com poténcia
de 100mV ou menos, podendo produzir energia em espectro visivel (400-
700nm de comprimento de onda), ou na ultravioleta (200-400nm), ou até
em regides préoximas a infravermelha (700-1500nm). Os primeiros laseres
de baixa intensidade tinham como meio ativo uma mistura gasosa de hélio
e neodnio (lasers de HeNe) que emitiam na regido do vermelho (632,8nm).
Atualmente os sistemas lasers de baixa intensidade sdo, na sua grande
maioria constituidos de um cristal crescido em laboratério de diodo
semicondutor de arseneto de gdlio (AsGa) podendo estar dopado por
diversos outros elementos, dependendo do comprimento de onda
desejad033' 41,61e 66
Atualmente, esta crescendo a qualidade de consciéncia
da utilizacdo do laser como equipamento na pratica odontolégica
moderna, podendo ser usado como coadjuvante ou alternativo aos
procedimentos e técnicas tradicionais'®?. Na Odontologia moderna existe
uma tendéncia no sentido da utilizacdo da luz como instrumento de
tratamento, sendo que essa linha de conduta é chamada genericamente
de Fototerapia. Laseres de baixa poténcia vém sendo utilizados com
finalidade terapéutica no alivio da dor, para estimular reparacéo tecidual,
reduzir edema e hiperemia nos processos inflamatérios, combatendo

infecgcbes e no tratamento de parestesias e paralisias. Os laseres de alta
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poténcia podem ser utilizados buscando uma acéo clinica-cirargica, seja
removendo tecido cariado ou fazendo excisdes e incisbes em tecido
mole®?.

Embora o uso do laser na Endodontia tenha sido relatado
em 1971, por Weichman & Johnson, apenas recentemente 0 seu uso tem
sido reconhecido e indicado. Algumas propriedades dos laseres sejam
eles de alta ou baixa intensidade permitem o uso na Endodontia®.
Estudos na literatura referem-se ao uso do laser como coadjuvante na
reducdo bacteriana intracanal. Também para aumentar a permeabilidade
do sistema de canais facilitando a penetracdo de medicamentos
intracanal. Sao ainda utilizados para diminuir a permeabilidade do sistema
de canais radiculares promovendo selamento de canaliculos evitando a
difusdo de produtos irritantes para o periodonto. Sao relatados para
tratamento de algias pés-operatorias, vaporizacdo de tecidos moles e
remoc&o de smear layer> 32 35 41,69, 96,106 e 122

Segundo Mello e Mello®, os equipamentos mais recentes
foram aprimorados para o uso do laser na cirurgia paraendododntica, pois
além das vantagens acima citadas, a superficie de corte apresenta-se
com uma qualidade superior ao obtido com instrumento rotatério. Outra
vantagem do uso do laser na cirurgia paraendodéntica € a reducdo da
contaminacdo do apice radicular, diminuindo o risco de complicacoes.
Segundo os autores, 0 uso do laser apresenta outras vantagens sobre as
técnicas convencionais como maior conforto ao paciente, analgesia,
propriedade antiinflamatoéria e bioestimulatoria. Foi relatado pelos autores
que para a obtencdo da maior parte dos efeitos citados, torna-se
imprescindivel o uso de finas e flexiveis fibras Opticas, capazes de
acompanhar as curvaturas do canal radicular.

Em Endodontia o laser de alta intensidade usa calor para
cortar e vaporizar tecidos e sdo conhecidos como laser cirirgico, contrario
dos lasers de baixa intensidade que possuem a capacidade de alterar
células excluindo-se a necessidade do aumento da temperatura, uma

condicdo desvantajosa que pode resultar em necrose do tecido
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subjacente, ligamento periodontal e osso alveolar, podendo ocasionar,
inclusive anquilose?*®4*,

Segundo Lizarelli®, a laserterapia de baixa intensidade
gue surgiu com Mester, na Hungria, em 1966, tem sido utilizada por
cirurgides-dentistas brasileiros ha mais de 20 anos, e na Endodontia tem
indicagbes no diagnostico diferencial e identificagdo do elemento dentério
comprometido endodonticamente; na drenagem de abscessos por
aplicacdo pontual; na prevencdo de pericementite por aplicacdo em
pontos coincidentes (vestibular e lingual/palatina) da regido periapical da
raiz dentéria; na cicatrizacdo e reparo dos tecidos periapicais e na
tentativa de se evitar um tratamento endodontico radical.

A utilizacdo de técnicas coadjuvantes & técnica que se
utiliza instrumentagéo dos canais como o0 uso dos diferentes tipos de
laseres e técnicas associando-se irradiacdo laser sdo apontadas como
novas abordagens para eliminacdo da infeccdo do sistema de canais
radiculares. Uma propriedade comum dessas técnicas € que a
complexidade anatémica dos canais ndo € vista como um obstaculo na
eliminacdo microbiana, jA que a luz laser pode potencialmente ser
redirecionada, em virtude de sua transmissdo através dos prismas de
esmalte e tubulos dentinarios, e por agir efetivamente através dos canais
de fibra optica®. Eldeniz et al.?® mencionaram o fato de que todos os
sistemas laseres possuem atividade antimicrobiana variaveis nos canais
radiculares e que os diferentes tipos de laseres interagem de maneiras
diferentes, dependendo do coeficiente de absor¢do. Schoop et al.®
relataram que a introducdo dos laseres na Endodontia ajudou a contornar
0 problema da penetragdo insuficiente dos agentes desinfetantes,
melhorando dramaticamente o sucesso do tratamento endodontico.

Embora tantas aplicabilidades importantes da
Laserterapia de baixa intensidade na Endodontia, a literatura atual
salienta para as vantagens desses tipos de laseres sobre o processo de

eliminacdo microbiana do sistema de canais radiculares*": % 106. 107 e 122

|.74

Moritz et al™™ mencionaram o fato de que embora os sistemas laseres de
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alta intensidade, como Nd:YAG e CO, demonstrarem efetividade na
limpeza e desinfec¢do de canais radiculares e tibulos dentinarios que néo
sdo totalmente acessiveis no tratamento endodontico convencional, os
laseres diodo estdo assumindo importancias semelhantes aos
encontrados com os laseres Nd:YAG. Segundo os autores, na atualidade
alguns lasers diodo podem alcancar uma poténcia de saida de muitos
Watts, com confiabilidade, efetividade e menor producdo de calor, uma
desvantagem dos laseres de alta poténcia.

1.4, a maior efetividade da terapia

Segundo Gutknecht et a
com laser de baixa intensidade no protocolo endodéntico de utilizagdo do
laser, € que s&do recomendados para reducdo microbiana sem
apresentarem aumento na temperatura do tecido circundante. Os autores
constataram em seus estudos, que a aplicagdo do laser de baixa
intensidade em canais radiculares, ndo alterou a temperatura do tecido
circundante em mais de 7°C, impossibilitando qualquer alteracéo tecidual
e favorecendo a utilizac&o deste laser para fins endoddnticos.

O aumento do interesse pelo estabelecimento de uma
nova terapéutica com propriedade antimicrobiana na endodontia, foi
sugerido também por Folwaczny et al.*?. Para os autores a laserterapia de
baixa intensidade pode ser considerada uma das opcdes de maior
potencial em aplicabilidade clinica na pratica diaria da E ndodontia.

A laserterapia de laseres de baixa intensidade é avaliada
como método alternativo de tratamento antimicrobiano pelo fato de,
contrariamente aos antibidticos e antimicrobianos, ndo favorecem o

14,34 e 6 Muitos agentes

desenvolvimento da resisténcia microbiana
antimicrobianos convencionais tém mostrado efeitos colaterais
indesejados necessitando que haja diminuicbes das doses alterando a
efetividade antimicrobiana, o que ndo ocorre na utilizacdo do laser no
processo de eliminac&o de microrganismos>L.

Embora a terapia endoddntica convencional apresente
resultados importantes na eliminagcdo microbiana dos canais radiculares,

mais de 30% de falhas nos tratamentos sdo evidenciados e estao
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relacionados a dificuldade de eliminacdo da infeccdo endodontica. Por
este e outros motivos € que novas possibilidades no tratamento das
infeccbes endodoOnticas estdo em evidéncia e inclui técnicas né&o

instrumentadas e uso de tecnologia laser de baixa intensidade.

2.4.1 Terapia Fotodindmica e atividade antimicrobiana em canais
radiculares

O tratamento fotodindmico com denominacdo atual de
Terapia Fotodinamica (PDT, Photodynamic Therapy), ja era utilizado h&a
mais de 1000 anos no Egito, india e China, no entanto poucas pesquisas
foram realizadas até por volta de 1960°°. Utilizando células microbianas, a
primeira demonstracao foi feita por Raab em 1900, onde observou que
pequenas concentracbes de azul de metileno ndo era capaz de causar
efeitos letais em protozoarios em um ambiente escuro, mas poderia ser
letal quando expostos & luz solar de um dia ensolarado? ® 133,

Esta modalidade de tratamento tem sido instituida como
terapéutica em oncologia veterinaria e humana, no tratamento da
degeneracdo macular relacionada a idade, em doencas dermatoldgicas,
em artrite reumatoide, doencgas coronarianas e muitas evidéncias
apontam para a utilizagéo da técnica no controle de diversas infecges?"
43 e %8 Na década de 90 os aparelhos de laser sofreram inovacdes
tecnolégicas e novos farmacos surgiram, proporcionando novas
aplicacbes terapéuticas da Terapia Fotodindmica também na
dermatologia'*3.

Das possibilidades terapéutica empregando-se Terapia
Fotodinamica, a utilizacdo sobre eliminacdo microbiana é uma das mais
discutidas na atualidade14' 34, 42, 52, 55, 56, 57, 58, 72, 76, 96, 105, 130, 131 e 133. A
Terapia Fotodinamica com finalidade antimicrobiana encontra-se bem

estabelecida na literatura, principalmente nos casos de infecgbes
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localizadas, superficiais e aquelas de microbiota conhecida, como boa
parte dos casos das infeccdes que acometem cavidade bucaf*?’. Tem sido
indicada na literatura como uma das terapias mais promissoras na

erradicacdo de microrganismos em alguns tipos de infeccdes>! 72 9296106

e115_

As evidéncias mostram que a Terapia Fotodinamica surge
como um tratamento alternativo ao uso de agentes antimicrobianos
tradicionais”' 33, 34, 42,52, 54, 56, 58, 72, 76, 96, 96, 105, 125, 130, 132 e 133. A consagragéo
no uso da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana deve-se principalmente
ao fato de que a ciéncia médica tem falhado em encontrar terapias
antimicrobianas efetivas na mesma proporcdo que surgem
microrganismos multirresistentes, novos agentes virais, prion, entre
outros®2,

A maior ocorréncia de resisténcia microbiana aos agentes
antimicrobianos tradicionalmente utilizados, tem sido muito discutido na

|14, 21, 34, 42, 52, 57, 58, 72, 76, 96, 125, 127, 131, 132 e 133 e também é

literatura mundia
um dos motivos que justifica o emprego da Terapia Fotodindmica com
finalidade antimicrobiana. Esta justificativa pode ser extrapolada pelo fato
de ainda n&o existirem evidéncias de que a técnica promova resisténcia
microbiana’®. Segundo Goncalves® e Zanin'®' a Terapia FotodinAmica
Antimicrobiana € um dos tratamentos que mais se enquadra nas
caracteristicas da busca por um agente antimicrobiano no qual os
microrganismos sejam incapazes de obter resisténcia.

|78

Nlnez et al.”® comentam que como até o momento nao

existem evidéncias de resisténcia microbiana a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana, esta modalidade terapéutica pode ser de extremo valor
em um futuro proximo, uma vez que a chamada “era antibidtica” pode
estar chegando ao fim. Outro relato interessante foi tecido por Caminos et
al'*, ao comentar que outro beneficio da Terapia FotodinAmica
Antimicrobiana € que o fotossensibilizador utilizado € seletivo para o
microrganismo através da combinacdo da droga com baixa dose de luz, ja

gue para promover o mesmo efeito em célula animal é necessario uma
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dose muito maior e concentracbes diferentes do corante
fotossensibilizador. Segundo os autores, os fotossensibilizadores testados
até o momento ndo apresentaram atividade mutagénica ou formacéo de
espécies droga-resistentes.

A técnica da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana é
baseada no conceito de morte ndo toxica, conhecida como
fotossensibilizacéo letal*, onde é necessaria uma impregnacdo prévia
das células microbianas com o corante fotossensibilizador, para posterior
exposicdo dessas 4 uma determinada fonte de luz. Segundo Gongcalves®,
na Terapia Fotodindmica a eliminacdo de microrganismos esta
relacionada com a ativacdo do corante depositado no organismo alvo que
apos sensibilizacdo transforma oxigénio molecular em oxigénio singlete
gue ¢é citotoxico. Durante esse processo, componentes celulares
fotossensiveis passam para um estado excitado quando expostos a uma
luz de comprimento de onda complementar que € caracterizado pela
passagem dos elétrons para niveis de energia superiores. Neste estado
excitado, o fotossensibilizador pode interagir com o oxigénio molecular
iniciando a formacao de oxigénio singlete altamente reativo (fotoprocesso
Tipo 1) ou interagir com outras moléculas como aceptores de elétrons
resultando na producdo de hidroxilas e outros radicais organicos
(fotoprocesso do Tipo )14 8 72,125,131 €133 g produtos gerados nessas
reacfes podem promover diversos danos nos componentes da célula
microbiana ou alterar as atividades metabdlicas de maneira irreversivel
resultando na morte microbiana* *® ¢ 131, Em geral, o processo causa
danos na via oxidativa’®, na membrana plasmatica e material genético da
célula microbiana®?®, mas n&o séo toxicos as células do hospedeiro™®.

A efetividade da Terapia Fotodinamica requer a presenca
de fotossensibilizacdo quimica por luz dotada de comprimento de onda
apropriado e a presenca de oxigénio. O principio da terapia é que a

s

energia absorvida via fotossensibilizacdo intracelular é transferida a

molécula de oxigénio dando origem a uma reacéo oxidativa poderosa® ®

115 Pode-se observar entdo, que os principios béasicos da Terapia
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Fotodinamica Antimicrobiana s&o relativamente simples, e isto |he
assegura certo grau de confiabilidade e eficiéncia. A técnica pode ser
bastante eficiente desde que seja possivel garantir que durante a
execucdo da fototerapia, todos os ingredientes necessarios estejam
adequadamente presentes: droga, oxigénio e luz suficientes para
promoverem danos & célula alvo’.

E bastante relevante o emprego da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana também na Odontologia, ja que as doencas infecciosas
sdo as de maior prevaléncia na cavidade bucal® © 2. Na literatura, é
possivel observar uma forte tendéncia de utilizacdo da Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana na Periodontia para reducdo microbiana
pos-tratamento convencional e para tratamento de casos refratarios®® ’®
122.e 127 A aplicacdo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana também é
verificada sobre os biofilmes formados em superficies dentarias
implicados na patogénese da carie!® 2% 130 €132 Eqtdos que avaliam a
efetividade da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana sobre bactérias e
fungos envolvidos com afec¢cdes da mucosa bucal, sdo notaveis na
literatura mundial®* 67 76.106. 122129 N5 |iteratura odontolégica observa-se
inclusive  aplicagbes né&o-terapéuticas da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana na desinfeccdo de superficie de implantes e proteses
aCI’I'|iC8.S42’ 67,75e 122'

Dentre as possiveis aplicabilidades da Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana na Odontologia, talvez a de maior relevancia
seja a utilizacdo da técnica na eliminacdo de microrganismos dos canais
radiculares, onde a sanificacdo do sistema de canais radiculares € a
condicdo fundamental para que ocorra a reparacdo dos tecidos
periapicais. O potencial de sucesso no emprego desta modalidade de
tratamento para desinfeccdo de canais radiculares esta relacionado
principalmente & possibilidade de atingir microrganismos de é&reas de
dificil acesso do complexo sistema de canais radiculares®* 3% 9€1% Estg
possibilidade deve-se ao fato de que a luz laser pode ser redirecionada

em multiplas dire¢des, devido transmissdo através dos prismas de
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esmalte e tubulos dentinarios, com atuacao efetiva mediada pelo emprego
de fibras 6pticas®.

A utilizagdo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana tem
sido proposta para desinfeccdo de canais radiculares também pela
atuacao sobre os biofilmes que crescem nas paredes dentinarias dos
canais radiculares. A organizagdo microbiana na forma de biofilme € um
fator que determina dificuldade de atuacdo dos agentes antimicrobianos
utilizados intracanal, além de possibilitar resisténcia microbiana*.

Yamada*?’

apresentou um caso clinico em que foi
utilizada Terapia Fotodindmica logo apds o preparo quimico cirdrgico do
canal radicular e pdde observar reducdo microbiana de 99,9%, com
comprovacdo da eficacia e rapidez da resolucdo do caso por
acompanhamento radiogréfico. O estudo de Seal et al, para determinar
os efeitos da fotossensibilizacdo letal sobre biofilmes de canais
radiculares mostraram resultados satisfatorios sobre biofilmes intracanais,
embora ndo tenha sido alcancado 100% de eliminagdo. Os autores
também observaram que a técnica combinada com o tratamento quimico
cirargico convencional é altamente efetiva.

Com base nas evidéncias apontadas na literatura, a
técnica Terapia Fotodindmica tem sido testada em microrganismos
envolvidos com infeccdes endodénticas'®’, tendo também como
vantagens o fato de ser uma técnica de efeito local, facilmente
reproduzivel e ndo invasiva®. Os estudos na literatura mostram
susceptibilidades diferentes dos microrganismos aos efeitos fototdxicos da
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, sendo que Enterococcus faecalis,
embora seja um dos mais dificeis de serem erradicados pela técnica,
pode ser reduzido em até 979%3% 8106, 115e 129

A técnica é bastante interessante na eliminacdo de
microrganismos, por mostrar atividade antimicrobiana inclusive sobre

cepas bacterianas artibiético-resistentes, leveduras, virus e parasitas® ®

115
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Pelo fato de serem relatados casos de ocorréncia de
fungos em infec¢cdes endodénticas, inclusive em amostras de lesbes
periradiculares, lesdes refratarias e persistentes, observa-se na literatura
a busca por tratamentos mais abrangentes na terapia endodontica.

| 101

Siqueira Junior et al.™*, mencionaram em seus estudos que os fungos

sdo resistentes a terapia convencional, inclusive a medicagbes
consagradas na Endodontia, como por exemplo, o hidroxido de célcio
utilizado sozinho ou associado.

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana é lancada como

modalidade promissora por Teichert et al.'’®

, ha fotoerradicacdo de
organismos fangicos, vindo de encontro a necessidade terapéutica
endodébntica no combate a leveduras, principalmente Candida albicans.
Segundo os autores, 0 mecanismo de acdo de destruicdo de fungos pela
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana envolve a perfuracdo da parede
celular e membrana, induzido pelo radical oxigénio, que permite a
fotossensibilizacdo do corante do interior celular promovendo alteragoes
das organelas celulares com consequente morte celular.

Outro aspecto importante para a utilizacdo da Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana também em células fungicas diz respeito a
necessidade de investigacdo de tratamentos alternativos como medida
para contornar o0s problemas decorrentes de resisténcia aos
antifangicos®® °® %7 €8 Um aumento no nimero de relatos de resisténcia
aos antifiingicos foi mencionado por Munin et al.”®. Em seu estudo sobre o
efeito da fotossensibilizacdo letal sobre Candida albicans, os autores
observaram a necessidade da irradiacdo associada ao corante para
promover efeito significativo sobre as leveduras.

Estudos sobre a inativacdo fotodinamica de leveduras
também podem ser baseados no papel que as células fungicas
desempenham como organismo modelo, por sua facilidade de cultivo e
por ser uma célula eucariética®®®®’. Lambrechts et al.>®® e Maver-Biscanin

et al.’” demonstraram efeitos importantes da Terapia FotodinAmica
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Antimicrobiana sobre reducédo de col6nias fungicas de infeccGes bucais
apos tratamento in vivo.

Quanto a utilizacdo da Terapia Fotodindmica
Antimicrobiana sobre a eliminacdo de bactérias relacionadas a infec¢des

endodonticas, Walsht??

relatou que a energia laser de baixa poténcia por
si s6 ndo é letal frente a essas bactérias, mas € usada para ativacao
fotoquimica do corante liberador de oxigénio. Segundo o autor, 0 oxigénio
singlete liberado do corante causa injuria na membrana e no material
genético dos microrganismos, inclusive aqueles resistentes a acdo de
agentes microbianos. Além disso, a Terapia Fotodinamica ndo produz
efeitos térmicos deletérios, ndo promove nenhum tipo de sensibilizacéo e
morte de células dos tecidos sadios adjacentes ao canal.

Algumas espécies bacterianas Gram-positivas e Gram-
negativas que podem estar associadas com problemas endodonticos
também vem sendo alvo de testes sobre efetividade da Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana. No entanto, muitos protocolos diferentes
guanto intensidade da luz laser, concentragfes dos fotossensibilizadores
e métodos de ativacdo ainda vem sendo testados, demonstrando
diferentes resultados e suscetibilidades das espécies bacterianas ao
tratamentoze' 34, 42, 52, 55, 75, 86, 95, 118, 120, 129 e 133. Alguns estudos tém se
preocupado em relacionar o tipo de corante e a efetividade da Terapia
Fotodinamica sobre os microrganismos3!: 66 106 €122

Embora estudos na literatura demonstrem resultados
promissores do uso da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana na

24,96 e 122

desinfeccdo de canais radiculares , ainda ndo esta bem definido

um protocolo de utlizagdo da terapia na préatica clinica diaria da

Endodontia. Folwaczny et al3?

, em seus estudos promovem uma
discussao sobre a relacdo do tempo de aplicacdo do laser com a morte de
microrganismos. Observaram que a reducdo bacteriana mostrou
dependéncia logaritmica com o tempo de radiacao.

Observa-se na literatura que os corantes fotossensiveis

mais utilizados s&o azul de toluidina e azul de metileno, que sé&o
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fotossensibilizadores sintéticos*? % 55 66 76, 106, 115, 122 ¢ 130 ' c4da corante

fotossensibilizador possui um espectro de acdo da luz sobre um
comprimento de onda de maxima absorcdo. Entretanto, o efeito
fotodinamico depende do nivel tecidual adequado do fotossensibilizador®?,

Além desses, outros corantes fotossensibilizadores, além
do azul de toluidina e azul de metileno, vem sendo utilizado na Terapia
Fotodinamica com objetivo de eliminacdo microbiana intracanal.
Segundo®’ avaliou o potencial de reducdo bacteriana intracanal utilizando
Terapia Fotodindmica com laser de AsGaAl e corante azuleno 25%
associado ao Endo-PTC. O autor constatou reducdo bacteriana
significativa na utilizacdo da técnica, considerando o método efetivo na
utilizacao intracanal.

Uma das preocupacdes do uso da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana intracanal esta relacionada a probabilidade de
manchamento dentario. No entanto, estudos mais atuais tém evidenciado
gue a associacdo dos corantes com outras substancias podem contornar
o problema das alteragdes crométicas®® %",

A habilidade da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana na
eliminagdo de microrganismos no interior de canais radiculares é
promissora. Desta forma, o desempenho desses equipamentos com
relacdo a seguranca, a efetividade do comprimento de onda, dos niveis
de energia e reducao microbiana, deve ser bem documentado, a fim de
viabilizar a utilizagdo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana na

Endodontia.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a eficacia da
instrumentacdo associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com
laser de baixa poténcia e corante azuleno, na eliminagdo de biofilmes
intracanal monoespécies de Candida albicans, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli e de biofilmes multiespécies desses microrganismos
associados, e na neutralizacdo de endotoxinas do sistema de canais
radiculares. Foi também objetivo deste estudo analisar a efetividade da
medicacdo intracanal de clorexidina gel 2%, associada & polimixina B,
sobre microrganismos e endotoxinas remanescentes do tratamento com

instrumentacao e Terapia Fotodinamica Antimicrobiana.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

O projeto deste estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de FEtica e Pesquisa da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de S&o
José dos Campos sob o protocolo n° 060/2005-PH/CEP (Anexo A e B).

4.2 Preparo dos espécimes

Na realizagdo do estudo foram utilizados 80 dentes
humanos unirradiculares de dimensdes aproximadas, cedidos pela
disciplina de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista, Campus de S&o José dos Campos, que foram
devidamente analisados e indicados para exodontia pela disciplina
referida (Anexo A). Os dentes cedidos foram armazenados em solucéo
fisiolégica e foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15min.
ApOs remocdo dos debris organicos remanescentes, os dentes foram
selecionados radiograficamente e foram excluidos dentes com
complexidade anatébmica do canal radicular, com presenca de cavidades
decorrentes de lesGes cariosas ou fraturas na porcao radicular e com
canal radicular de dimensdes ndo apropriadas a padronizacdo do estudo.
Para a preparacdo dos espécimes, os dentes selecionados foram

seccionados transversalmente na regido do limite amelocementario com
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auxilio de instrumentos rotatorios e discos de carborundum, obtendo

espécimes radiculares padronizados em 16mm (Figura 2).

1
A
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FIGURA 2 — llustracdo do espécime preparado, a partir da seccdo da coroa
dentaria.

Depois de seccionados, os espécimes foram submetidos
ao procedimento de instrumentacdo dos canais radiculares, segundo
técnica convencional, preconizando-se instrumentacdo até diametro
referente a lima Kerr n° 30 com irrigacdo de 3mL de solucéo fisiologica a
cada troca de instrumento. Em todos os espécimes foi realizado
vedamento apical com resina fotopolimerizavel Z-100 (3M, Dental
Products, St Paul, USA) e impermeabilizagdo externa com duas camadas
de adesivo epdéxi ARALDITE (Brascola, Sao Paulo, Brasil).

Apés o periodo de endurecimento final do adesivo, os
espécimes foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15min. Em
seguida, grupos de 10 espécimes foram distribuidos aletatoriamente em 8
placas de cultura celular de 24 pocos (24 Well Cell Culture Cluster Tissue

Culture Treated, Catalog Nember 3524, Sterile/Non pyrogenic), fixados
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com resina acrilica quimicamente ativada até a altura aproximada de 5mm
(Figura 3).

FIGURA 3 — Foto dos espécimes fixados em placa de cultura de célula de 24
poGosS.

Essas placas foram vedadas e enviadas a Empresa
Brasileira de Radiagcdo (EMBRARAD, Cotia - Sao Paulo, Brasil), assim
como todos os materiais utilizados nos grupos com Escherichia coli, e
submetidas a radiacdo gama com cobalto 60 (20 KGy) para neutralizacao

|.22

de possiveis endotoxinas pré-existentes (Csako et al.““) no interior dos

canais radiculares
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4.3 Distribuicdo dos espécimes

Oito placas com grupos de 10 espécimes foram
distribuidas aleatoriamente conforme o microrganismo utilizado para a
contaminacéo intracanal, sendo quatro placas destinadas aos grupos
experimentais, que foram contaminados e submetidos ao tratamento com
intrumentacdo, Terapia Fotodindmica Antimicrobiana e medicacao
intracanal, e outras quatro aos grupos controles, que foram igualmente
contaminados, submetidos ao tratamento com instrumentacdo e
medicacdo intracanal, porém n&do receberam tratamento com Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana (Quadro 1). Os espécimes contaminados
com Escherichia coli e com microrganismos associados foram utilizados

concomitantemente para verificacdo da neutralizacdo de endotoxinas.

Quadro 1- Distribuicdo dos espécimes conforme microrganismo, grupo
experimental e grupo controle, evidenciando grupos que foram
utilizados para andlise da neutralizacdo de endotoxina.

) ) Grupo Grupo Neutralizacéo
Microrganismo ) ) Total
experimental controle endotoxina

Candida albicans 10 10 nao 20

Enterococcus faecalis 10 10 nao 20

Escherichia coli 10 10 sim 20

microrganismos associados 10 10 sim 20

total de espécimes 40 40 - 80




66

4.4 Contaminacdao intracanal dos espécimes

Todo o procedimento de contaminacédo intracanal dos
espécimes foi realizado no interior do fluxo laminar. Culturas recentes de
24h de incubacdo foram utilizadas para padronizacdo das suspensdes
com 1x10° cél/mL de Candida albicans ATCC 18804, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 ou Escherichia coli ATCC 25922. As suspensdes
foram padronizadas em espectrofotbmetro (Shinadzu modelo UV-1203,
Kyoto - Japan), cujos valores de densidade 6ptica (D.O.) e comprimento
de onda (A) para a quantidade de 1x10°él./mL foram previamente
estabelecidos no laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista, Campus de S&o José dos

Campos, conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2— Comprimento de onda e densidade Optica utilizados para
obtencdo das suspensdes contendo 1x10°cél/mL dos
microrganismos.

Microrganismo Comprimento de onda Densidade 6ptica
Candida albicans 530 nm 0,284
Escherichia coli 590 nm 0,324
Enterococcus faecalis 760 nm 0,298

A quantidade de 10ul das suspensdes padronizadas
foram adicionadas ao interior dos canais radiculares dos espécimes e a
esta foi acrescentado 10pl de caldo infuso cérebro e coragéo (BHI - Difco,
Detroit — USA) quando contaminados com Enterococcus faecalis e
Escherichia coli, ou 10l de caldo Sabouraud dextrose (Difco, Detroit —
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USA) quando contaminados com Candida albicans. Os espécimes
contaminados com 0s microrganismos associados foram contaminados
primeiramente com 10ul da suspensédo padronizada de Escherichia coli
acrescido de 10ul de caldo BHI e incubados a 37°C. Depois de 7 dias com
5ul da suspensdo padronizada de Enterococcus faecalis e 5ul da
suspensdo padronizada de Candida albicans, e a esta suspensao foi
adicionado 10ul de caldo BHI.

Apés contaminagdo, na entrada do canal radicular foi
posicionada uma bolinha de algodao apirogénica embebida em meio de
cultura, e as placas contendo os espécimes contaminados foram vedadas
e incubadas a 37°C durante 14 dias nos grupos contaminados com
Escherichia coli, 21 dias nos grupos contaminados com Candida albicans
e Enterococcus faecalis e um periodo total de 28 dias nos grupos
contaminados com 0s microrganismos associados. Para a manutencao
das condicGes nutricionais nos espécimes, 20ul de neio de cultura foi

adicionado ao canal radicular a cada trés dias.

4.5 Coleta do contetido do canal radicular

As coletas iniciais (coletas de confirmacdo) do conteudo
intracanal foram realizadas 24h anterior ao periodo de incubacéo inicial
de 14 dias nos grupos contaminados com Escherichia coli, de 21 dias nos
grupos contaminados com Candida albicans e Enterococcus faecalis e de
28 dias nos grupos contaminados com 0S microrganismos associados
para confirmacdo da contaminacdo intracanal, e esta foi denominada
“coleta 1". Foi realizada outra coleta imediatamente apds o tratamento dos
canais radiculares com instrumentacdo e terapia fotodinamica

antimicrobiana ou somente com instrumentacéo, e esta foi denominada
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“coleta 2”. As placas contendo os espécimes foram novamente incubadas
por mais 7 dias e outra coleta foi realizada, sendo esta estabelecida como
“coleta 3". ApOs a coleta 3, foi inserida medicacao intracanal e as placas
contendo os espécimes foram incubadas por mais 14 dias onde ao final
deste periodo foi realizada uma coleta do contetdo do canal radicular
denominada “coleta 4”. Em seguida a remoc¢&do da medicacao intracanal,
foi realizado um ultimo periodo de incubacao dos espécimes de 7 dias e
uma ultima coleta do contetudo do canal radicular, denominada “coleta 5”
(Figura 4). As coletas foram realizadas no interior do fluxo laminar, onde
primeiramente os canais foram preenchidos com soro fisioldgico
apirogénico (HalexIstar, Goiania-GO. Brasil) evitando o extravasamento
além do conduto do canal radicular. O soro, preenchendo toda a extensao
do canal radicular, foi agitado com agulhas acopladas a seringas de 1 mL
(Injex, Ourinhos-SP. Brasil) durante 1min e, a seguir, foram coletados
100uL do conteudo do canal radicular. Este contetdo foi transferido para
tubo de polipropileno tipo Eppendorf contendo 900uL de soro fisiolégico
apirogénico obtendo uma diluicdo de 107 do contetido coletado do interior
do canal radicular. A partir desta suspenséo inicial, foram realizadas
diluicées decimais de 102, 103 e 10 e aliquotas de 100pL de todas as
diluicbes foram semeadas em duplicata em placas contendo agar Mac
Conkey (Difco, Detroit — USA), nas coletas realizadas nos grupos
contaminados com Enterococcus faecalis e Escherichia coli, contendo
agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit — USA), nas coletas realizadas
nos grupos contaminados com Candida albicans e nos grupos
contaminados com 0s microrganismos associados foram semeadas em
agar BHI (Difco, Detroit — USA), agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit —
USA) com cloranfenicol e agar Enterococsel (Difco, Detroit — USA). As
placas foram incubadas a 37°C por 48h, para verificacdo do crescimento

microbiano.
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FIGURA 4 — Fluxograma esquematizando as coletas nos grupos experimentais.

46 Tratamento dos espécimes com instrumentacdo, Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana e medicagéo intracanal

Constatada a contaminacdo dos canais radiculares apés
incubacgéo, os espécimes foram instrumentados até a lima Kerr n° 50 e
escalonados até a lima Kerr n° 80. A cada troca de instrumento foi
realizada irrigacdo com 3mL de soro fisioldégico apirogénico. Seguida a
instrumentacdo, nos grupos experimentais foi realizada a Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana. Para tanto, os canais radiculares e a
espessura de dentina da regido seccionada do canal foram preenchidos
com a férmula composta pela associacdo de corante azuleno a 25% e
Endo-PTC (Manipulario, Taubaté-SP. Brasil) onde permaneceu por um
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periodo de 5 min. Passado este periodo, foi realizada Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana através da ativacdo do corante por
irradiacdo durante 3min utilizando laser diodo de baixa intensidade de
AsGaAl (Twin Laser - MM Optics, S&o Paulo-SP. Brasil), com
comprimento de onda 660nm, ajuste de poténcia no painel de controle do
aparelho em 40mW, utilizando-se sistema de entrega por fibra Optica de
diametro de 365um (MM Optics, Sd0 Paulo-SP. Brasil) e poténcia de
saida de fibra 6ptica mensurada em 30mW. A ativacdo do corante foi
realizada segundo técnica Helicoidal preconizada por Gutknecht et al.*! e
Segundo®’, promovendo movimentos helicoidais no sentido apical
cervical, para difusdo da luz por toda a extenséao do canal e espessura de
dentina na regido seccionada. Os movimentos foram repetidos
aproximadamente 10 vezes/min (Figura 5). Os experimentos foram
realizados respeitando-se os procedimentos de biosseguranca segundo
Lizarelli®.

Imediatamente apl6s a instrumentacdo e realizacdo da
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, foi realizada irrigacdo final dos
canais radiculares com 10mL de solucdo fisiologica apirogénica para
remogdo do corante e foi coletada amostras do contetdo do canal
radicular conforme descrito no item 4.5 (coleta 2).

Os espécimes dos grupos controle foram instrumentados
até espessura correspondente a lima Kerr n° 50 e escalonados até lima
Kerr n° 80, utilizando como agente irrigante 3 mL de solucgdo fisiol6gica
apirogénica a cada troca de instrumento, entretanto ndo foram
submetidos ao tratamento com terapia fotodindmica antimicrobiana.
Nestes grupos a coleta do contetdo do canal radicular (coleta 2) foi

realizada imediatamente apoés a instrumentagéo.
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C D

FIGURA 5 — (A) aparelho de emissao de irradiacdo laser Twin Laser-MM Optics;
(B) painel de controle registrando o protocolo da irradiacéo utilizado
no estudo; (C) foto mostrando o espécime preenchido com corante;
(D) foto mostrando a insercéo da fibra Optica no interior do canal
radicular do espécime.

Em seguida, os canais radiculares foram preenchidos com
solucdo fisiologica apirogénica, selados com bolinha de algodao
apirogénica e incubados a 37°C por 7 dias. ApGs este periodo, foi
realizada coleta do conteddo dos canais radiculares (coleta 3) conforme
descrito no item 4.5, e estes foram preenchidos com medicagéo intracanal
composta por 1g de clorexidina gel 2% adicionada de 280uL polimixina B
(Ophtalmos, Séao Paulo, Brasil). Para o procedimento foram utilizadas
seringas de 3mL e agulhas acopladas preenchendo toda a extensédo do
canal e espessura de dentina na regido seccionada. Em seguida, foi
adaptada uma bolinha de algoddo apirogénica na entrada dos canais

radiculares.
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As raizes foram novamente incubadas por 37°C durante
14 dias e decorrido este periodo, os canais foram irrigados com 10mL de
solucdo fisiolégica apirogénica para remocado de remanescentes da
medicagao intracanal e foram coletadas amostras do interior do canal
radicular (coleta 4), conforme procedimento descrito no item 4.5. Os
canais foram novamente preenchidos com soro fisiolégico, vedados em
sua entrada com bolinhas de algod&o apirogénicas e incubados por mais
7 dias. Passado este periodo de incubacéo foi realizada a ultima coleta do

conteudo do canal radicular (coleta 5), conforme descrito no item 4.5.

4.7 Quantificacao de endotoxinas

As amostras obtidas em todas as coletas do canal
radicular nos grupos contaminados com Escherichia coli e nos grupos dos
microrganismos associados foram submetidas a analise quantitativa de
endotoxina (lipopolissacarideo-LPS) pelo método cinético cromogénico do
Lisado de Amebdcitos de Limulus (cinético QCL - LAL). Para submisséo
das amostras ao teste, o conteudo coletado do canal radicular foi diluido
seriadamente em tubos de polipropileno tipo ependorf contendo agua
apirogénica (Cambrex Bio Science, Walkersville. USA) até diluicdo 1073,
inicialmente analisada como diluicho adequada ao teste cinético
cromogénico na quantificagdo de endotoxina dos espécimes. Durante a
realizacdo das diluicbes os tubos foram agitados durante 1min e o
conteudo foi imediatamente transferido para os tubos obtendo-se as
diluicBes sequenciais. Foram também realizadas diluicbes da endotoxina
padréo de Escherichia coli (Escherichia coli 055:B5 Endotoxin — Cambrex
Bio Science, Walkersville. USA) em diferentes concentracbes para

representacéo dos padrdes de comparagao das amostras (curva-padréo).
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Em seguida aliquotas de 100ul da diluicdo 103 das
amostras do contetdo do canal radicular foram distribuidas em pocos de
placas apirogénicas de cultura de célula de 96 pocos em quadruplicata,
sendo uma duplicata utilizada como controle positivo (amostra do
conteudo do canal radicular adicionada de uma quantidade conhecida de
endotoxina) e a outra duplicata para verificagdo da quantidade de
endotoxina da amostra. Foram também adicionados aos pocos das placas
apirogénicas, 100uL de agua apirogénica, utilizados como branco da
reacdo, e padroes de endotoxina representando parametros conhecidos

de endotoxina no teste (Figura 6).

AGUA APIROGENMICA
PADRAQ
ENDOTOXINA I:I

AMOSTRA
ESPECIMES
FCR CRLFPO

FIGURA 6 — Esquematizacdo da montagem da placa de cultura de célula de 96
pocos para realizacao do teste cinético cromogénico.

A placa devidamente montada foi incubada no leitor
cinético QCL (Figura 7) a 37°C por 10min, conectado ao microcomputador
com software Wink QCL especifico ao gerenciamento do programa do

leitor cinético para execucdo do teste com emissdo de respectivos
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relatérios. Passado periodo de incubacdo no leitor cinético, foram
adicionados a cada poco da placa, 100uL do reagente cinético
cromogénico do LAL (Cambrex Bio Science, Walkersville. USA)
resuspendido em agua apirogénica conforme orientacdo do fabricante

(Figura 8). O procedimento foi realizado com auxilio de micropipeta de 8

canais e ponteiras apirogénicas (Figura 8).

FIGURA 7 — (A) Leitor cinético cromogénico QCL; (B) leitor cinético cromogénico QCL
acoplado ao microcomputador.

A B

FIGURA 8 — (A) Foto do reagente LAL; (B) foto da distribuicdo do reagente LAL
nos pocos da placa contendo amostras dos espécimes.
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ApoOs a distribuicdo do reagente LAL nos pocos da placa
de cultura de células foi iniciado o ensaio cinético cujo software da leitora
de microplacas realiza monitoramento de forma continua em uma
absorbancia de 405nm em cada poc¢o da microplaca. O leitor determina o
tempo necessario para aumentar a absorbancia de cada poco a 0,2
unidades de absorbancia, que serd denominado tempo de reagdo. O
software WIinkQCL realizou o célculo automatico fazendo uma correlagcéo
linear log/log do tempo de reacédo de cada padrdo com a concentracdo de
endotoxina correspondente. Na seqliéncia, o resultado (UE/mL) de cada
amostra e 0s parametros da curva-padrédo foram impressos no formato de

relatorio.

4.8 Analise estatistica

Inicialmente, foi realizada a andlise descritiva dos dados
de cada grupo de microrganismo, favorecendo a visualizacdo das
diferencas que mostraram relevancia estatistica. Nesta andlise, os dados
de cada grupo experimental, foram apresentados como valores de
tendéncia central (média) e valores de dispersao (desvio-padrao, maximo
e minimo), com o objetivo de descricdo dos valores de interesse em
guestao.

Objetivando mais coeréncia na apresentacdo dos
resultados, os dados coletados foram agrupados, conforme metodologia
experimental, para analise da efetividade antimicrobiana e analise da
neutralizacdo de endotoxina, onde foi avaliada a influéncia da variavel
experimental (tratamento com instrumentacdo associada a Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana e medicacao intracanal) sobre a variavel

resposta (numero de unidades formadoras de colénias por mL dos
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microrganismos utilizados na contaminacdo, ou unidade de endotoxina
por mL).

Os dados relativos as contagens de unidades formadoras
de colonias e unidade de endotoxina, foram submetidos aos testes
estatisticos mediante software SPSS for Windows Evaluation Version
(2006, versao 15.0, Chigago, USA).

Desta maneira, na analise da efetividade antimicrobiana a
representacado estatistica foi baseada nos dados coletados para cada
espécie de microrganismo selecionada no estudo. Foram comparados,
nos grupos de microrganismos, os dados pareados de mesma unidade
amostral, neste caso comparacgdes realizadas entre as diferentes coletas
no mesmo grupo de espécimes (controle ou teste), selecionando-se o
teste estatistico ndo paramétrico Wilcoxon, de nivel de significancia de
5%, e também foram comparados os dados ndo pareados, referentes as
comparacdes entre coletas de grupos de espécimes diferentes (controle e
teste) de contaminagao pelo mesmo microrganismo utilizando-se, neste
caso, o teste estatistico de Mann-Whitney, de nivel de significancia de
5%.

Somente para grupo contaminado com 0S microrganismos
associados houve também a comparacdo com os dados das diferentes
coletas (grupos controle e teste) realizadas nos grupos dos
microrganismos contaminados separadamente, selecionado o teste nao
paramétrico Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Os mesmos
testes estatisticos foram selecionados para a analise da neutralizacdo de
endotoxinas, comparando-se o0s dados do grupo de espécimes
contaminados com Escherichia coli somente, do grupo contaminado com

0S microrganismos associados e ambos grupos entre si.



5 RESULTADOS

5.1 Andlise da efetividade antimicrobiana

Os valores obtidos na avaliacdo da efetividade da
instrumentacdo associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana e
medicacdo intracanal, foram expressos pelo numero de unidades
formadoras de colbnias por mL (UFC/mL).

Foi realizada analise descritiva dos dados obtidos entre as
coletas nos grupos controle e teste contaminados com Candida albicans,
destacando-se valores de interesse referente a média, desvio padrao,
maximo e minimo (Apéndice A).

Por meio do teste estatistico de Wilcoxon (@=5%), para
comparacdo de dados pareados de mesma unidade amostral, foi
constatado que no grupo controle dos espécimes contaminados com
Candida albicans, houve diferenca estatisticamente significante (p=0,005)
entre as médias (UFC/mL) da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da
coleta 1, realizada para confirmacdo da contaminacédo, foi maior que a
coleta 2, realizada imediatamente apds tratamento dos espécies com
instrumentacdo, demonstrando que o tratamento com instrumentacao
reduziu significantemente o numero de UFC/mL. Constatou-se diferenca
estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias da coleta 2 e
coleta 3, sendo que a média da coleta 3, realizada ap6s periodo de sete
dias do tratamento com instrumentacédo, foi maior que a média da coleta
2, 0 que denota aumento consideravel do namero de UFC/mL apoés
incubacdo de sete dias posterior ao tratamento com instrumentacéo,

onde observouse que a reducéo imediata ao tratamento ndo se manteve
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apos periodo de incubacédo. A diferenca entre as médias obtidas na coleta
3 e coleta 4 foi estatisticamente relevante (p=0,005), sendo que a média
de UFC/mL da coleta 4, realizada apos periodo de 14 dias de incubacédo
com medicacéao intracanal de polimixina B e clorexidina gel 2%, foi menor
gue a da coleta 3, comprovando diminuicdo significativa da média de
UFC/mL pela utilizacdo da medicagao intracanal. N&do houve diferenca
estatisticamente significante (p=1,00) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi
possivel observar que mesmo apds remocdo da medicacao intracanal e
incubacao de sete dias, ndo houve crescimento de UFC/mL, mantendo-se
a eficacia de reducdo alcancada no periodo de incubacdo com medicacdo
intracanal.

Entre as coletas do grupo teste dos espécimes
contaminados com Candida albicans, por meio do teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%), foi possivel observar que houve diferenga
estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias de UFC/mL da
coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1, realizada para
confirmacdo da contaminacdo, foi maior que a coleta 2, realizada
imediatamente apods tratamento dos espécies com instrumentacao
associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, demonstrando que o
tratamento reduziu significativamente, de forma imediata, o numero de
UFC/mL de Candida albicans. Na comparacgéo entre as coletas do grupo
teste contaminado com Candida albicans, foi possivel observar que houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,007) entre as médias da
coleta 2 e coleta 3, sendo que a média da coleta 3, realizada apds
periodo de sete dias do tratamento com instrumentacdo associado a
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, foi maior que a média da coleta 2,
demonstrando aumento no niumero de UFC/mL de Candida albicans ap6s
incubacdo de sete dias posterior ao tratamento com instrumentacéo,
comprovando que a reducdo imediata ao tratamento ndo se manteve
apos periodo de incubacdo no grupo teste também. Na analise das
meédias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observouse que foram

diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da



79

coleta 4, realizada apos periodo de 14 dias de incubacdo com medicacao
intracanal, foi menor que a da coleta 3, comprovando diminuicéo
significativa da média de UFC/mL pela utilizacdo da medicacéo intracanal,
embora ndo tenha ocorrido reducéo de 100% no numero de UFC/mL de
Candida albicans. Nao houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,109) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi possivel observar que
mesmo apoés remocao da medicacao intracanal e incubacéo de sete dias,
ndo houve aumento estatisticamente relevante no nimero de UFC/mL de
Candida albicans, mantendo-se a eficacia alcancada no periodo de
incubagdo com medicagé&o intracanal.

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de

UFC/mL de Candida albicans nas coletas dos grupos controle e teste.

Candida albicans
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1 *0,005/ *0,005/ *0,005/ *1,00/ *0,005/ *0,007/ *0,005/ * 0,109 /
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Coletas

coleta 1= confirmagdo; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= apés 7 dias do tratamento; coleta 4= apds 14 dias com
medicagao intracanal; coleta 5= ap6s 1 semana da remocéo da medicagéao intracanal

FIGURA 9 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL
nas coletas realizadas no grupo controle e teste dos espécimes
contaminados com Candida albicans.
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Os dados de UFC/mL, referentes as coletas realizadas no
grupo controle e teste dos espécimes contaminados com Candida
albicans, foram comparados de forma nao pareada, selecionando para a
analise o teste estatistico de Mann-Whitney, com nivel de significancia de
5%. Na comparacdo dos resultados entre as coletas 1, 2, 3, 4 e 5 dos
grupos teste e controle ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes, demonstrando que ndo houve diferenca no numero de
UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas realizadas no
grupo controle, em que utilizou-se somente o tratamento com
instrumentacdo, e o grupo teste, onde foi utilizado o tratamento com
instrumentacdo associada a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana.
Também néo foi observada diferenca significante na reducdo alcancada
ao final do ciclo experimental com administracdo da medicacao intracanal
Nno grupo teste comparado ao controle.

A Figura 10 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores
de UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas nos grupos
controle e teste.

Na analise dos resultados obtidos nas coletas dos grupos
controle e teste contaminados com Enterococcus faecalis foi utilizada a
analise descritiva dos dados destacando-se valores de interesse referente

a média, desvio padrdao, maximo e minimo (Apéndice B).
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FIGURA 10 — Gréfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney @=0,5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos controle e
teste dos espécimes contaminados com Candida albicans.

Para a comparacdo dos dados pareados nos grupos
controle de espécimes contaminados com Enterococcus faecalis foi
selecionado o teste estatistico de Wilcoxon (a=5%), onde foi possivel
observar diferenca estatisticamente significante (p=0,005) entre as meédias
de UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1 foi
maior que a coleta 2, demonstrando que o tratamento com
instrumentacgdo reduziu significativamente a média de UFC/mL de forma
imediata. Na comparacdo das medias de UFC/mL de Enterococcus
faecalis entre as coleta 2 e coleta 3 foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p=0,005), onde pdde-se observar que a
meédia da coleta 3 foi maior que a média da coleta 2, mostrando aumento
consideravel do niumero de UFC/mL passado sete dias do tratamento com

instrumentagao, sendo que a reducdo imediata ao tratamento n&o foi




82

mantida apos periodo de incubacdo. No caso das médias obtidas entre a
coleta 3 e coleta 4 foi observado que houve diferenca estatisticamente
relevante (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4, realizada
apos periodo de 14 dias de incubacdo com medicacdo intracanal, foi
menor que a da coleta 3, denotando diminui¢do significativa da média de
UFC/mL pela utilizagdo da medicacdo intracanal. Na comparacao das
médias de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre a coleta 4 e coleta 5
nado houve diferenca estatisticamente significante (p=0,327), comprovando
gue, mesmo apds remoc¢ao da medicacao intracanal e incubacédo de sete
dias, ndo houve aumento relevante de UFC/mL, mantendo a eficicia de
reducédo alcancada no periodo de incubagdo com medicacao intracanal.
Quanto as coletas no grupo teste dos espécimes
contaminados com Enterococcus faecalis, por meio do teste estatistico
Wilcoxon @=5%), foi demonstrado que houve diferenga estatisticamente
significante (p=0,005) entre as médias de UFC/mL da coleta 1 e coleta 2,
sendo que a média da coleta 1 foi maior que a coleta 2, comprovando a
reducdo imediata significativa do tratamento com instrumentagao
associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana. Na comparagao entre
as coletas no grupo teste contaminado com Enterococcus faecalis, foi
possivel observar que houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,005) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a média da
coleta 3 foi estatisticamente maior com relacdo a média de UFC/mL na
coleta 2 levando a observagdo de que apos periodo de incubagédo de
sete dias do tratamento ocorreu aumento no numero de UFC/mL de
Enterococcus faecalis, mostrando que a condicdo de reducao alcancada
imediatamente apds o tratamento ndo foi mantida. Na analise das médias
obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observou que foram diferentes
estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4, foi
menor que a da coleta 3, comprovando diminuicéo significativa da média
de UFC/mL pela utilizagdo da medicacao intracanal, embora ndo tenha
ocorrido reducéo total no nimero de UFC/mL de Enterococcus faecalis.

N&o foi constatada diferenca estatisticamente significante (p=0,953) entre
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a coleta 4 e coleta 5, onde foi possivel observar que mesmo apdés
remocdo da medicagao intracanal e incubacédo de sete dias, ndo houve
crescimento estatisticamente relevante no numero de UFC/mL de
Enterococcus faecalis, mantendo-se a eficacia alcancada no periodo de
incubacdo com medicacdo intracanal.

Na Figura 11 estdo representados os resultados obtidos
no teste estatistico de Wilcoxon (a=5%), na andlise comparativa das
médias dos valores de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as coletas,

Nos grupos controle e teste.
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medicacédo intracanal; coleta 5= ap6s 1 semana da remocéo da medicagéo intracanal

FIGURA 11 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL
nas coletas realizadas nos grupos controle e teste dos espécimes
contaminados com Enterococcus faecalis.

Para a realizagdo da analise dos resultados relacionando

as coletas realizadas no grupo controle com as do grupo teste dos
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espécimes contaminados com Enterococcus faecalis, foi selecionado o
teste estatistico de Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Na
comparagao dos resultados entre as coletas 1 dos grupos teste e controle
nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes (p=0,290),
demonstrando que nado houve diferenca no numero de UFC/mL de
Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas realizadas no grupo
controle, em que se utilizou somente o tratamento com instrumentacéo, e
0 grupo teste, onde foi utilizado o tratamento com instrumentacao
associada a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana. Na analise dos
resultados relacionando os grupos controle e teste contaminados com
Enterococcus faecalis nas coletas 2, po6de-se verificar diferenca
estatisticamente significante (p=0,000), sendo que a média de UFC/mL da
coleta 2 do grupo teste foi menor que no grupo controle, significando que
a reducdo imediata do tratamento com instrumentacdo associada a
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana foi significativamente melhor em
relagcdo ao tratamento utilizando-se somente a instrumentacdo, no caso
dos espécimes contaminados com Enterococcus faecalis. Na analise das
médias de UFC/mL obtidas nas coletas 3 relacionando o grupo controle e
teste, foram observadas diferencas estatisticamente significantes
(p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 3 no grupo teste foi
menor que a mesma coleta no grupo controle, demonstrando que o
tratamento com instrumentacdo associada a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana, embora ndo tenha impedido aumento da média de
UFC/mL de Enterococcus faecalis (como observado na descricao
comparativa entre a coleta 2 e coleta 3 no grupo teste de espécimes
contaminados com Enterococcus faecalis), ndo possibilitou um aumento
da média de UFC/mL tanto quanto observado no grupo de tratamento
com instrumentacdo somente. Na analise dos resultados comparando-se
as coletas 4 e coletas 5 dos grupos controle e teste, ndo houve diferenca
significante estatisticamente (p=0,909 e p=1,000 respectivamente),
denotando que apoOs a utilizagdo da medicacao intracanal, a média de
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UFC/mL no grupo controle e teste alcangou valores semelhantes e estes
foram mantidos mesmo apds remocédo da medicacéo intracanal.

A Figura 12 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas nos grupos
controle e teste.

Enterococcus faecalis
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coleta 1= confirmagdo; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= apds 7 dias do tratamento; coleta 4= apds 14 dias com
medicacao intracanal; coleta 5= apdés 1 semana da remoc¢édo da medicacéo intracanal

FIGURA 12 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos controle e
teste dos espécimes contaminados com Enterococcus faecalis.

Para a interpretacdo dos resultados obtidos nas coletas
dos grupos controle e teste contaminados com Escherichia coli, foi
realizada uma andlise descritiva dos dados destacando-se valores de
interesse referente & média, desvio padrdo, maximo e minimo (Apéndice
C).

Através do teste estatistico de Wilcoxon (a=5%) foi

constatado que no grupo controle dos espécimes contaminados com
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Escherichia coli, foi constatada diferenca estatisticamente significante
(p=0,005) entre as médias de UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a
média da coleta 1 foi maior comparado & coleta 2, possibilitando
considerar que o0 tratamento com instrumentacdo reduziu
significativamente o nimero de UFC/mL de Escherichia coli. Também foi
possivel observar que houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,028) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a média da
coleta 3 foi maior que a média da coleta 2, denotando, com o aumento do
namero de UFC/mL de uma coleta para outra, que a reducéo imediata ao
tratamento ndo conservou-se apés periodo de incubacdo. Quanto a
analise dos resultados entre a coleta 3 e coleta 4, houve diferenca
estatisticamente relevante (p=0,018), sendo que a média de UFC/mL da
coleta 4 foi menor que a da coleta 3, com diminuicdo de 100% da média
de UFC/mL na coleta 4, demonstrando que a utilizacdo da medicacao
intracanal foi capaz de eliminar totalmente UFC/mL de Escherichia coli.
Foi possivel observar que a efetividade da medicacdo intracanal se
manteve, mesmo apds sua remocdo e periodo de incubagéo, visto que
ndo houve diferenca estatisticamente significante (P=1,00) entre a coleta
4 e coleta 5, evidenciando que a eficiéncia de 100% foi mantida também
na coleta 5.

No caso das coletas do grupo teste dos espécimes
contaminados com Escherichia coli, por meio do teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%), foi possivel observar a ocorréncia de diferenca
estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias de UFC/mL da
coleta 1 e coleta 2, onde o fato da média de UFC/mL ter apresentado
valor maior em comparag¢ao com a coleta 1, denota-se que imediatamente
apos tratamento dos espécies com instrumentacdo associada a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana, houve reducéo significativa do numero de
UFC/mL. Na comparacdo entre as coletas no grupo teste contaminado
com Escherichia coli, foi possivel observar que houve diferenca
estatisticamente significante (P=0,005) entre as médias da coleta 2 e

coleta 3, sendo que a média da coleta 3 foi maior que a média da coleta
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2, demonstrando aumento no numero de UFC/mL de Escherichia coli
ap06s incubacdo de sete dias posterior ao tratamento com
instrumentagéo, observando-se que a redugdo imediata ao tratamento
nao permaneceu apos periodo de incubacédo no grupo teste também. Na
analise das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, foi possivel
observar que foram diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que a
média de UFC/mL da coleta 4 foi comprovadamente menor que a da
coleta 3, confirmando a diminuicao significativa da média de UFC/mL pela
utilizacdo da medicacédo intracanal, com reducdo de 100% no numero de
UFC/mL de Escherichia coli. Nao houve diferenga estatisticamente
significante (P=1,00) entre a coleta 4 e coleta 5, possibilitando a
observacdo de que a eficicia alcancada no periodo de incubacdo com
medicacdo intracanal foi mantida apo6s periodo de incubacdo com
remogéao da medicacgao.

Na Figura 13 foram apresentados os resultados obtidos
no teste estatistico de Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos
valores de UFC/mL de Escherichia coli entre as coletas, nos grupos
controle e teste.

Os resultados foram também analisados comparando as
coletas realizadas no grupo controle com as realizadas no grupo teste dos
espécimes contaminados com Escherichia coli. Com este intuito foi
selecionado o teste estatistico de Mann-Whitney, de nivel de significancia
de 5%. Comparando-se os resultados foi possivel observar que somente
entre as coletas 2 houve diferenca estatistica significante (p=0,00), sendo
gue a média de UFC/mL de Escherichia coli na coleta 2 do grupo teste foi
significativamente menor comparado a mesma coleta no grupo controle,
demonstrando que o tratamento com instrumentacdo associada a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana foi, de forma imediata, melhor que o
tratamento utilizando-se somente a instrumentacdo no grupo de
espécimes contaminados com Escherichia coli. Comparando-se as
coletas 1, 3, 4 e 5, ndo foi possivel observar diferenca estatistica nas

mesmas coletas do grupo controle e teste. Este fato mostra que ao final
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do ciclo experimental, ndo ha diferenca nos resultados obtidos nos grupos
controle e teste, mesmo que de forma imediata tenha sido observado

diferenca na média de UFC/mL de Escherichia coli entre os grupos teste e

controle.
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FIGURA 13 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Wilcoxon (@=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL
nas coletas realizadas no grupo controle e teste dos espécimes
contaminados com Escherichia coli.

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (@=5%), comparando as médias dos valores
de UFC/mL de Escherichia coli entre as mesmas coletas nos grupos
controle e teste.

Foram analisados os resultados dos dados obtidos nas
coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com 0s

microrganismos associados, além de serem realizadas analises
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comparativas com o0s resultados obtidos nos grupos de biofilmes
monoespécies. Os resultados da efetividade do tratamento frente a
Candida albicans no grupo de espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados teve por base a analise descritiva dos
resultados de modo a destacar os valores de interesse referente a média,
desvio padrdo, maximo e minimo (Apéndice D).
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Coletas

coleta 1= confirmacéo; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= ap6s 7 dias do tratamento; coleta 4= ap6s 14 dias com
medicacdo intracanal; coleta 5= ap6s 1 semana da remocéo da medicacéo intracanal

FIGURA 14 — Gréfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as meédias dos valores de
UFC/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos controle e
teste dos espécimes contaminados com Escherichia coli.

Para a comparacdo dos dados de Candida albicans nos
grupos controle de espécimes contaminados com 0S microrganismos
associados, foi selecionado o teste estatistico de Wilcoxon @=5%). Com
base no teste estatistico foi possivel observar que houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,028) comparando-se as médias de

UFC/mL de Candida albicans entre as coleta 1 e coleta 2, sendo que a
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meédia da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o
tratamento com instrumentacdo reduziu significantemente o niamero de
UFC/mL de forma imediata. Na comparacdo das médias de UFC/mL de
Candida albicans entre as coleta 2 e coleta 3, ndo foi constatada
diferenca estatisticamente significante (p=0,345), mostrando que néo
ocorreu crescimento consideravel no nimero de UFC/mL de Candida
albicans apds periodo de incubacédo de sete dias do tratamento utilizando-
se somente a instrumentacdo. No caso das médias obtidas entre a coleta
3 e coleta 4 foi observado que houve diferenca estatisticamente relevante
(p=0,036), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4 foi menor que a da
coleta 3, denotando diminuicdo significativa da média de UFC/mL pela
utilizacdo da medicacao intracanal. Na comparacdo entre as médias de
UFC/mL de Candida albicans no grupo dos microrganismos associados,
pode-se observar que entre a coleta 4 e coleta 5 houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,011), sendo que a média de UFC/mL foi
menor na coleta 5, demonstrando que apos remoc¢do da medicacao
intracanal e incubacgéo de sete dias, houve diminui¢édo relevante na média
de UFC/mL na ultima coleta com reducéo de 100% na média de UFC/mL
de Candida albicans ao final do ciclo experimental.

Quanto aos dados de Candida albicans no grupo teste
dos espécimes contaminados com 0S microrganismos associados, por
meio do teste estatistico Wilcoxon @=5%), foi demonstrado que houve
diferenca estatisticamente significante (p= 0,028) entre as médias de
UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1 foi maior
gue a coleta 2, comprovando a reducdo imediata significativa do
tratamento com instrumentagdo associada a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana. Na comparagéo dos resultados de Candida albicans entre
as coletas no grupo teste contaminado com 0S microrganismos
associados, foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,005) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a
média da coleta 3 foi estatisticamente maior com relacdo a média de

UFC/mL de Candida albicans da coleta 2, demonstrando que, apos



91

periodo de incubacdo de sete dias do tratamento com instrumentacao
associada a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, ocorreu aumento no
namero de UFC/mL onde é possivel observar que a condi¢do de reducgéo
alcancada imediatamente apds o tratamento ndo foi mantida. Na analise
das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observouse que foram
diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da
coleta 4, foi significativamente menor em comparacdo com a coleta 3,
comprovando diminuicao significativa da média de UFC/mL pela utilizacao
da medicacéo intracanal, embora nédo tenha ocorrido reducao total no
namero de UFC/mL de Candida albicans. N&o foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p=0,374) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi
possivel observar que mesmo apds remocao da medicagdo intracanal e
incubacgdo de sete dias, ndo houve crescimento estatisticamente relevante
no numero de UFC/mL de Candida albicans, mantendo-se a eficacia
alcancada no periodo de incuba¢do com medicacao intracanal.

Na Figura 15 estdo representados os resultados obtidos
no teste estatistico de Wilcoxon @=5%), na analise comparativa entre as
médias dos valores de UFC/mL de Candida albicans nas coletas dos
grupos controle e teste dos espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados.

Os resultados para Candida albicans foram também
analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle com as
realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatistico
de Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Foi observado que
entre as coletas 1 do grupo controle comparado ao grupo teste, nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,157), ou seja, o nUmero
de UFC/mL de Candida albicans foi estatisticamente semelhante entre as
coletas 1 realizadas no grupo controle, em que utilizowrse somente o
tratamento com instrumentacdo, e o grupo teste, onde foi utilizado o
tratamento com instrumentacdo associada a Terapia Fotodinamica

Antimicrobiana.



92

Candida albicans

10000000

1000000 [0 Grupo controle

100000

Il Grupo teste

T op
% p-valor

10000

UFC/mL

1000
100

% Pp-valor com
diferen¢a estatistica

10

1 *0,028 / *0,345/ *0,36/ *0,011 *0,028/ *0,005/ *0,005/ *0,374

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Coletas

coleta 1= confirmagdo; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= apés 7 dias do tratamento; coleta 4= ap6s 14 dias com
medicacao intracanal; coleta 5= apds 1 semana da remog¢ao da medicacao intracanal

FIGURA 15 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL
de Candida albicans nas coletas realizadas nos grupos controle e
teste dos espécimes contaminados com 0S microrganismos
associados.

Comparando-se as coletas 2, foi possivel observar que
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,044) no numero de
UFC/mL de Candida albicans, sendo que a média de UFC/mL no grupo
teste foi menor que no grupo controle, confirmando que, neste caso, 0
tratamento com instrumentacdo associado a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana foi imediatamente melhor na reducdo de UFC/mL de
Candida albicans.

Na andlise dos resultados relacionando 0s grupos
controle e teste contaminados com Candida albicans nas coletas 3, péde-
se verificar diferenca estatisticamente significante (p=0,001), sendo que a
média de UFC/mL da coleta 3 do grupo teste foi maior que no grupo
controle, significando que a reducdo imediata do tratamento com
instrumentacdo associada a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana no

grupo teste ndo se manteve menor comparado ao grupo controle e no
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grupo controle a reducéo imediata ao tratamento com instrumentacao foi
mantida apdés periodo de incubacdo. Na analise dos resultados
comparando-se as coletas 4 dos grupos controle e teste, houve diferenca
significante estatisticamente (p=0,043), sendo que a meédia de UFC/mL da
coleta 4 do grupo teste foi menor que no grupo controle, denotando que
apos a utilizacdo da medicacédo intracanal, embora o numero de UFC/mL
de Candida albicans tenha aumentado apds periodo de incubacdo do
tratamento com instrumentacdo associado a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana, a média de UFC/mL no grupo teste apresentou uma
reducdo maior que o observado no grupo controle. Quanto as coletas 5
dos grupos teste e controle, ndo houve diferenca estatistica dgnificante
(p=0,143) demonstrando que ao final do ciclo experimental ndo ha
diferenca significante no numero de UFC/mL de Candida albicans
utilizando-se ambos tipos de tratamento.

A Figura 16 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores
de UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas nos grupos
controle e teste nos espécimes contaminados com 0S microrganismos
associados.

Na analise dos resultados comparando 0 comportamento
de Candida albicans no ciclo experimental de contaminagdo monoespécie
com o ciclo de contaminacdo multiespécies (microrganismos associados)
foi selecionado o teste estatistico Mann-Whitney, de nivel de significancia
de 5%. Com base no teste foi possivel verificar que foi observada
diferenca (p=0,0006) de comportamento entre as coletas 2 dos grupos
teste, sendo que a média de UFC/mL de Candida albicans na coleta 2 do
grupo dos espécimes com microrganismos associados foi maior,
demonstrando que a reducédo imediata ao tratamento com instrumentacao
associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana foi melhor no grupo

monoespécie de contaminacdo com Candida albicans.
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FIGURA 16 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as meédias dos valores de
UFC/mL de Candida albicans nas mesmas coletas realizadas nos
grupos controle e teste dos espécimes contaminados com o0s
microrganismos associados.

Nos grupos teste também foram observadas diferencas
estatistica entre as coletas 3, sendo que a média de UFC/mL da coleta 3
do grupo teste dos espécimes contaminados com microrganismos
associados foi maior que no grupo de contaminacdo0 monoespécie,
mostrando que embora nos dois casos tenha sido observado aumento na
média de UFC/mL de Candida albicans, o aumento foi mais significante
no grupo teste dos microrganismos associados. Nao foi observada
diferenca estatisticamente relevante para Candida albicans nas demais
coletas comparando-se 0s grupos teste de contaminacdo mono e
multiespécie.

Quanto aos resultados de Candida albicans dos grupos
controle de contaminagdo mono e multiespécie houve diferenga

estatisticamente significante (p=0,016) entre as coletas 3, sendo que a
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média de UFC/mL de Candida albicans no grupo dos microrganismos
associados foi menor em relacdo ao grupo de contaminacao
monoespécie. Este fato denota que embora nas duas situagbes ocorra
aumento do numero de UFC/mL depois de sete dias do tratamento com
instrumentacdo, este aumento € mais pronunciado no grupo de
contaminacdo monoespécie. Também foi verificada diferenca estatistica
(p=0,034) entre as coletas 4, mas embora o teste estatistico aponte como
melhor reducdo com utilizacdo de medicacdo intracanal o grupo dos
microrganismos associados, o fato de em ambos casos ter sido relevante
a diminuicdo comparando-se as coletas 3 com as coletas 4 dentro do
mesmo grupo, seria equivocado considerar a indicacdo estatistica que
entre as coletas 4 do grupo controle de contaminacdo mono e
multiespécies haja algum grupo que apresentou uma melhor performance
de diminuicdo das médias de UFC/mL de Candida albicans. N&o foram
verificadas diferencas estatistica entre as demais coletas nos grupos
controle de contaminacdo mono e multiespécie.

A Figura 17 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as medias dos valores
de UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas nos grupos
controle e teste nos espécimes com contaminagdo mono e multiespécies.

Foram analisados os resultados dos dados obtidos nas
coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com 0s
microrganismos associados, além de serem realizadas analises
comparativas com o0s resultados obtidos nos grupos de biofilmes
monoespécies. Os resultados da efetividade do tratamento frente &
Enterococcus faecalis no grupo de espécimes contaminados com o0s
microrganismos associados teve por base a andlise descritiva dos
resultados de modo a destacar os valores de interesse referente a média,

desvio padrdo, maximo e minimo (Apéndice E).
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FIGURA 17 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL de Candida albicans nas mesmas coletas realizadas nos
grupos controle e teste de espécimes de contaminacdo mono e
multiespécie.

Para a comparacdo dos dados de Enterococcus faecalis
nos grupos controle de espécimes contaminados com 0s microrganismos
associados, foi selecionado o teste estatistico de Wilcoxon (@=5%). Com
base no teste estatistico foi possivel observar que houve diferenga
estatisticamente significante (p=0,005) comparando-se as médias de
UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as coleta 1 e coleta 2, sendo que
a média da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o
tratamento com instrumentacdo reduziu significantemente o niumero de
UFC/mL de forma imediata. Na comparacdo das médias de UFC/mL de
Enterococcus faecalis entre as coleta 2 e coleta 3, houve diferenca
estatisticamente significante  (p=0,005), mostrando que ocorreu
crescimento consideravel no numero de UFC/mL de Enterococcus

faecalis ap0Os periodo de incubacédo de sete dias do tratamento utilizando-
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se somente a instrumentacdo. No caso das médias obtidas entre a coleta
3 e coleta 4 foi observado que houve diferenca estatisticamente relevante
(p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4 foi
consideravelmente menor que a da coleta 3, denotando diminuicao
significativa da média de UFC/mL pela utilizacdo da medicacao intracanal.
Na comparacgdo entre as medias de UFC/mL de Enterococcus faecalis no
grupo dos microrganismos associados, pode-se observar que entre a
coleta 4 e coleta 5 ndo ocorreu diferenca estatisticamente significante
(p=0,083), demonstrando que mesmo apdés remocdo da medicacao
intracanal e incubacdo de sete dias, ndo houve crescimento de UFC/mL,
mantendo-se a eficacia de reducdo alcancada no periodo de incubacéo
com medicacao intracanal, inclusive alcancando 100% de reducao da
média de UFC/mL de Enterococcus faecalis no final do ciclo experimental.

Quanto aos dados de Enterococcus faecalis no grupo
teste dos espécimes contaminados com 0s microrganismos associados,
por meio do teste estatistico Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias de
UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1 foi maior
que a coleta 2, comprovando a reducdo imediata significativa do
tratamento com instrumentacdo associada a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana. Na comparacao dos resultados de Enterococcus faecalis
entre as coletas no grupo teste contaminado com 0S microrganismos
associados, foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,005) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a
média da coleta 3 foi estatisticamente maior com relacdo a média de
UFC/mL de Enterococcus faecalis da coleta 2, demonstrando que, apés
periodo de incubacdo de sete dias do tratamento com instrumentagéo
associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, ocorreu aumento no
namero de UFC/mL onde é possivel observar que a condicdo de reducao
alcancada imediatamente ap0s o tratamento ndo foi mantida também
neste caso. Na analise das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4,

observouse que foram diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que



98

a meédia de UFC/mL da coleta 4, foi significativamente menor em
comparagdo com a coleta 3, comprovando diminuicdo significativa da
média de UFC/mL pela utilizacdo da medicac¢éo intracanal, embora ndo
tenha ocorrido reducéo total no nimero de UFC/mL de Enterococcus
faecalis. Entre a coletas 4 e coleta 5 foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p=0,017), sendo que na coleta 5 ocorreu
aumento da média de UFC/mL de Enterococcus faecalis, denotando que
a reducao alcancada com o uso da medicacéo intracanal ndo foi mantida
apos periodo de incubacéo.

Na Figura 18 estdo representados os resultados obtidos
no teste estatistico de Wilcoxon (a=5%), na analise comparativa das
médias dos valores de UFC/mL de Enterococcus faecalis das coletas nos
grupos controle e teste de espécimes contaminados com 0sS

microrganismos associados.
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FIGURA 18 — Gréfico demonstrando os resultados para Enterococcus faecalis
obtidos no teste estatistico de Wilcoxon (a=5%), comparando as
médias dos valores de UFC/mL nas coletas realizadas no grupo
controle e teste de espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados.
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Os resultados para Enterococcus faecalis foram também
analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle com as
realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatistico
de Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Foi observado que
houve diferengca estatisticamente significante somente nas coletas 5,
sendo que a média de UFC/mL de Enterococcus faecalis na coleta 5 do
grupo teste foi maior que a do grupo controle, cuja reducdo alcancou
100%. N&o foi observada diferenca estatisticamente significante entre as
médias de UFC/mL de Enterococcus faecalis nas demais coletas
comparando-se grupo teste com controle.

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores
de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas nos
grupos controle e teste nos espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados.

Na analise dos resultados comparando 0 comportamento
de Enterococcus faecalis no ciclo experimental de contaminacao
monoespécie com 0 ciclo de contaminacdo multiespécies
(microrganismos associados) foi selecionado o teste estatistico Mann-
Whitney, de nivel de significancia de 5%. Com base no teste n&o foi
possivel verificar diferenca estatisticamente significante (p=0,739) na
média de UFC/mL de Enterococcus faecalis quanto ao comportamento
das coletas 1 dos grupos teste com contaminagdo0 monoespécie em
relacdo a contaminagdo com microrganismos associados. Com relagcédo a
média de UFC/mL de Enterococcus faecalis nas coletas 2 dbos grupos
teste houve diferenca estatisticamente significante (p=0,011), sendo que a
média de UFC/mL de Enterococcus faecalis na coleta 2 do grupo dos
espécimes com microrganismos associados foi maior, demonstrando que
a reducdo imediata ao tratamento com instrumentagdo associada a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana foi melhor no grupo monoespécie de

contamina¢do com Enterococcus faecalis
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FIGURA 19 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL de Enterococcus faecalis nas mesmas coletas realizadas
nos grupos controle e teste de espécimes contaminados com 0s
microrganismos associados.

Nos grupos teste também foi observada diferenca
estatistica (p=0,00) entre as coletas 3, sendo que a média de UFC/mL da
coleta 3 do grupo teste dos espécimes contaminados com
microrganismos associados foi maior que no grupo de contaminacao
monoespécie, mostrando que embora nos dois casos tenha sido
observado aumento na meédia de UFC/mL de Enterococcus faecalis, o
aumento foi mais significante estatisticamente no grupo teste dos
microrganismos associados. Quanto as coletas 4, foi observada diferenca
estatisticamente relevante (p=0,23) para Enterococcus faecalis
comparando-se 0s grupos teste de mntaminacdo mono e multiespécie,
sendo que a média de UFC/mL na coleta 4 do grupo teste de

microrganismos associados foi menor, possibilitando descrever que a
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medicacdo intracanal apresentou reducdo melhor no grupo de
contaminacdo com 0S microrganismos associados, no caso de
Enterococcus faecalis. Nas coletas 5, n&o ocorreram diferencas
significantes (p=0,63) entre os grupos teste de Enterococcus faecalis de
contaminacdo mono ou multiespécies.

Os resultados de Enterococcus faecalis dos grupos
controle de contaminacdo mono e multiespécie mostraram que houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,001) entre as coletas 1, sendo
gue a média de UFC/mL de Enterococcus faecalis no grupo dos
microrganismos associados foi maior em relacdo ao grupo de
contaminagcdo monoespécie. Este fato denota que embora nas demais
coletas ocorram diferencas estatisticas da média de UFC/mL, seria
equivocado considerar a indicagdo estatistica entre as coletas do grupo
controle de contaminagdo mono e multiespécies, ja que a diferenga nas
coletas 1, realizada para confirmacdo de contaminacdo, determina
tendéncia de diferencas estatisticas nas demais coletas.

A Figura 20 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as meédias dos valores
de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas nos
grupos controle e teste nos espécimes com contaminagdo mono e
multiespécies.

Foram analisados os resultados dos dados obtidos nas
coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com 0s
microrganismos associados, além de serem realizadas analises
comparativas com o0s resultados obtidos nos grupos de biofilmes
monoespécies. Os resultados da efetividade do tratamento frente &
Escherichia coli no grupo de espécimes contaminados com o0s
microrganismos associados teve por base a analise descritiva dos
resultados de modo a destacar os valores de interesse referente a média,

desvio padrao, maximo e minimo (Apéndice F).
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FIGURA 20 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as meédias dos valores de
UFC/mL de Enterococcus faecalis nas mesmas coletas realizadas
nos grupos controle e teste de espécimes de contaminagdo mono
e multiespécie.

Para a comparacédo dos dados de Escherichia coli nos
grupos controle de espécimes contaminados com 0s microrganismos
associados, foi selecionado o teste estatistico de Wilcoxon (@=5%). Com
base no teste estatistico foi possivel observar que houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,005) comparando-se as médias de
UFC/mL de Escherichia coli entre as coleta 1 e coleta 2, sendo que a
média da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o
tratamento com instrumentacdo reduziu significantemente o niamero de
UFC/mL de forma imediata. Na comparacao das médias de UFC/mL de
Escherichia coli entre as coleta 2 e coleta 3 foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p=0,017), sendo que na coleta 3 a média de
UFC/mL de Escherichia coli foi significativamente maior, mostrando que
ocorreu crescimento consideravel a média de UFC/mL apds periodo de
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incubacdo de sete dias do tratamento utilizando-se somente a
instrumentacado. No caso das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4 foi
observado que houve diferenca estatisticamente relevante (p=0,005),
sendo que a média de UFC/mL de Escherichia coli da coleta 4 foi menor
gue a da coleta 3, denotando diminuicdo significativa da média de
UFC/mL pela utilizagdo da medicacéo intracanal alcangando reducéo de
média de UFC/mL de 100%. Esta condi¢éo foi mantida ja& que ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=1,00) entre a coleta 4 e coleta 5,
permanecendo reducéo efetiva de 100% ao final do ciclo experimental.
Quanto aos dados de Escherichia coli no grupo teste dos
espécimes contaminados com 0sS microrganismos associados, por meio
do teste estatistico Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,017) entre as médias UFC/mL
de Escherichia coli da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1
foi maior que a coleta 2, comprovando a reducéo imediata significativa do
tratamento com instrumentacdo associada a Terapia Fotodindmica
Antimicrobiana. Na comparacéao dos resultados de Escherichia coli entre
as coletas no grupo teste contaminado com 0S microrganismos
associados, foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,017) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a
meédia da coleta 3 foi estatisticamente maior com relacdo a média de
UFC/mL de Escherichia coli da coleta 2, demonstrando que, apés periodo
de incubacgao de sete dias do tratamento com instrumentacéo associada a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, ocorreu aumento no nuamero de
UFC/mL onde é possivel observar que a condi¢cdo de reducéo alcancada
imediatamente apés o tratamento ndo foi mantida. Na analise das médias
obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observouse que foram diferentes
estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4, foi
significativamente menor em comparacdo com a coleta 3, comprovando
diminuicdo significativa da média de UFC/mL pela utilizacdo da
medicagdo intracanal, embora n&o tenha ocorrido redugédo total no

namero de UFC/mL de Escherichia coli. N&do foi constatada diferenca
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estatisticamente significante (p=0,197) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi
possivel observar que mesmo apds remocdo da medicacao intracanal e
incubagédo de sete dias, ndo houve crescimento estatisticamente relevante
no namero de UFC/mL de Escherichia coli, mantendo-se a eficacia
alcancada no periodo de incubacdo com medicacdo intracanal, embora
nao tenha sido alcancada reducé&o de 100% neste caso.

Na Figura 21 estdo representados os resultados obtidos
no teste estatistico de Wilcoxon (a=5%), na analise comparativa das
médias dos valores de UFC/mL de Escherichia coli das coletas nos

grupos controle e teste de espécimes contaminados com 0s

microrganismos associados.
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FIGURA 21 — Grafico demonstrando os resultados para Escherichia coli obtidos
no teste estatistico de Wilcoxon @=5%), comparando as médias
dos valores de UFC/mL nas coletas realizadas no grupo controle
e teste de espécimes contaminados com 0S microrganismos
associados.
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Os resultados para Escherichia coli foram também
analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle com as
realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatistico
de Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Foi observado que
entre as coletas 1 do grupo controle comparado ao grupo teste, houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,031), sendo que a média
UFC/mL de Escherichia coli foi maior na coleta 1 do grupo controle. Entre
as coletas 3 observouse diferenca estatisticamente significante
(P=0,002), sendo que a média de UFC/mL de Escherichia coli foi maior no
grupo teste, demonstrando que apdés incubacdo a partir do tratamento
com instrumentacdo associada a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
ocorreu um aumento consideravelmente maior com relagdo ao aumento
apos o mesmo periodo observado no grupo controle. Nas demais coletas
nao foram observadas diferencas significantes.

A Figura 22 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores
de UFC/mL de Escherichia coli entre as mesmas coletas nos grupos
controle e teste nos espécimes contaminados com 0S microrganismos

associados.
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FIGURA 22 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as medias dos valores de
UFC/mL de Escherichia coli nas mesmas coletas realizadas nos
grupos controle e teste de espécimes contaminados com 0S
microrganismos associados.

Na andlise dos resultados comparando o comportamento
de Escherichia coli no ciclo experimental de contaminacdo monoespécie
com o ciclo de contaminacdo multiespécies (microrganismos associados)
foi selecionado o teste estatistico Mann-Whitney, de nivel de significancia
de 5%. Com base na analise foi possivel verificar diferenca estatistica
significante (p=0,00) entre as coletas 1 dos grupos teste de contaminacao
mono e multiespécies, sendo que as médias de UFC/mL de Escherichia
coli foi maior no grupo teste de contaminagdo monoespéecie,
demonstrando que houve diferenca no comportamento de crescimento
entre os grupos de contaminacdo mono e multiespécies. Com relacédo a
média de UFC/mL de Escherichia coli nas coletas 2 dos grupos teste
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,001), sendo que a

média de UFC/mL de Escherichia coli na coleta 2 do grupo dos espécimes
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com microrganismos associados foi maior, demonstrando que a reducéo
imediata ao tratamento com instrumentacdo associada a Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana foi melhor no grupo monoespécie de
contaminagdo com Escherichia coli. Nao foi observada diferenca
estatistica significante (p=0,739) entre as médias de UFC/mL nas coletas
3, mostrando que embora o comportamento das médias no grupo de
contaminagdo mono e multiespécie tenham sido diferentes até a coleta 2,
ocorreu uma semelhanca de comportamento na coleta 3. Quanto as
coletas 4 e coletas 5 nao foram observadas diferencas estatisticamente
relevantes para Escherichia coli, demonstrando que a semelhanca de
comportamento ocorrida a partir da coleta 3 foi mantida nas coletas
subsequentes.

Os resultados para Escherichia coli nos grupos controle
de contaminagdo mono e multiespécies mostraram que houve diferenca
estatisticamente significante ©=0,004) entre as coletas 1, sendo que a
média de UFC/mL de Escherichia coli nho grupo dos microrganismos
associados foi menor em relagcdo ao grupo de contaminacao
monoespécie, mostrando que ocorreu diferengca no comportamento de
crescimento na contaminacdo monoespécie em relacdo a multiespécies.
Na andlise das coletas 2, houve diferenca significante =0,00), sendo
gque a média de UFC/mL de Escherichia coli foi menor no grupo dos
microrganismos associados em relacdo ao grupo de contaminacao
monoespécie, mostrando que ocorreu diferenca no comportamento de
crescimento na contaminacdo monoespécie em relagcdo a multiespécies
imediatamente apdés ao tratamento com instrumentacdo. N&o houve
diferenca estatistica significante nas demais coletas dos grupos controle,
denotando-se que ocorreu semelhanca no comportamento de Escherichia
coli no grupo de contaminagdo monoespécie com relacdo a contaminacao
multiespécies a partir da coleta 3.

A Figura 23 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as medias dos valores
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de UFC/mL de Escherichia coli entre as mesmas coletas nos grupos

controle e teste nos espécimes com contaminacdo mono e multiespécies.
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FIGURA 23 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as medias dos valores de
UFC/mL de Escherichia coli nas mesmas coletas realizadas nos
grupos controle e teste de espécimes de contaminagdo mono e
multiespécie.

5.2 Anélise da neutralizacdo de endotoxina

Para avaliacdo dos dados obtidos na analise da
efetividade da instrumentacdo associada a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana e medicagdo intracanal sobre a neutralizacdo de
endotoxinas, os resultados foram expressos pelo nimero de unidade de

endotoxina por mL (UE/mL).
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Foi realizada analise descritiva dos dados relativos a
guantidade de endotoxina obtidos nas coletas dos grupos controle e teste
de espécimes contaminados com Escherichia coli, destacando-se valores
de interesse referente & meédia, desvio padrdo, maximo e minimo
(Apéndice G).

Por meio do teste estatistico de Wilcoxon @=5%), para
comparacdo de dados pareados de mesma unidade amostral, foi
constatado que no grupo controle dos espécimes contaminados com
Escherichia coli, houve diferenca estatisticamente significante (p=0,012)
entre as médias da quantidade de endotoxina obtida na coleta 1 e coleta
2, sendo que a média da coleta 1 foi maior que a coleta 2, demonstrando
gue o tratamento com instrumentacdo reduziu o numero de EU/mL.
Constatou-se diferenca estatisticamente significante (p=0,012) entre as
meédias da quantidade de endotoxina da coleta 2 e coleta 3, sendo que a
média da coleta 3, realizada foi maior que a média da coleta 2, o que
denota aumento consideravel da quantidade de endotoxina comprovando
gue a reducdo na quantidade de endotoxina imediata ao tratamento néo
se manteve apos periodo de incubacdo. A diferenca entre as meédias
obtidas na coleta 3 e coleta 4 foi estatisticamente relevante (p=0,005),
sendo que as médias da quantidade de endotoxina da coleta 4 foi menor
gue a da coleta 3, comprovando diminui¢éao significativa da quantidade de
endotoxina com a utilizacdo da medicacdo intracanal Na analise
comparando-se a coleta 4 e coleta 5 foi possivel observar diferenca
estatisticamente significante (p=0,005), sendo que a média da quantidade
de endotoxina na coleta 5 foi maior, demonstrando que a neutralizacéo
de endotoxina alcancada na coleta 4 ndo se manteve ap0s remocéo da
medicacgdao intracanal e incubacgao de sete dias.

Entre as coletas do grupo teste dos espécimes
contaminados com Escherichia coli, por meio do teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%), foi possivel observar que houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,028) entre as médias da quantidade de

endotoxina na coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1,
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realizada para confirmacédo da contaminacao, foi maior que a coleta 2,
realizada imediatamente apds tratamento dos espécies com
instrumentagcdo associada a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana,
demonstrando que o tratamento reduziu significantemente, de forma
imediata, a média da quantidade de endotoxina. Na comparacédo entre as
coletas no grupo teste contaminado com Escherichia coli, foi possivel
observar que n&o ocorreu diferenca estatisticamente significante
(p=0,176) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, demonstrando que a
reducdo na média da quantidade de endotoxina foi mantida apods
incubacdo de sete dias do tratamento com instrumentacdo associada a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana. Na analise das médias obtidas
entre a coleta 3 e coleta 4, observouse que foram diferentes
estatisticamente (p=0,008), sendo que a média da quantidade de
endotoxina da coleta 4 foi menor que a da coleta 3, comprovando
diminuicdo significativa da quantidade de endotoxina pela utilizacdo da
medicacao intracanal, embora n&do tenha ocorrido neutralizacao de 100%
das endotoxinas. N&o houve diferengca estatisticamente significante
(p=0,051) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi possivel observar que
mesmo apos remocdo da medicacao intracanal e incubacao de sete dias,
ndo houve aumento significante na média da quantidade de endotoxina.

A Figura 24 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Wilcoxon (a=5%), comparando as médias da quantidade de
endotoxina em UE/mL entre as coletas, nos grupos controle e teste de

Escherichia coli.
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FIGURA 24 — Gréfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%), comparando as meédias da quantidade de
endotoxina em UE/mL nas coletas realizadas no grupo controle e
teste de espécimes contaminados com Escherichia coli.

Para a realizacdo da andlise dos resultados sobre
neutralizacdo de endotoxinas relacionando as coletas realizadas no grupo
controle com as do grupo teste dos espécimes contaminados com
Escherichia coli, foi selecionado o teste estatistico de Mann-Whitney, de
nivel de significancia de 5%. Com base nesta analise ndo foi possivel
verificar diferenca estatisticamente significante na média da quantidade
de endotoxina entre todas as coletas realizadas nos grupos controle e
teste, contaminados com Escherichia coli.

A Figura 25 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da
guantidade de endotoxina relacionando as mesmas coletas dos grupos
teste e controle de Escherichia coli.
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FIGURA 25 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da quantidade de
endotoxina em UE/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos
controle e teste de espécimes contaminados com Escherichia coli.

Foram analisadas as médias da quantidade de endotoxina
nas coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com
0S microrganismos associados, além de serem realizadas analises
comparativas com o0s resultados obtidos nos grupos de biofilmes
monoespécies de Escherichia coli. Os resultados da efetividade do
tratamento na neutralizacdo de endotoxina no grupo de espécimes
contaminados com 0S microrganismos associados tiveram por base a
andlise descritiva dos resultados de modo a destacar os valores de
interesse referente a média, desvio padrdo, maximo e minimo (Apéndice
H).

Para a comparacdo dos dados da quantidade de

endotoxina nos grupos controle de espécimes contaminados com 0s
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microrganismos associados, foi selecionado o teste estatistico de
Wilcoxon (a=5%). Com base no teste estatistico foi possivel observar que
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,005) comparando-se as
médias de quantidade de endotoxina entre as coleta 1 e coleta 2, sendo
gue a média da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o
tratamento com instrumentacdo reduziu a média da quantidade de
endotoxina de forma imediata. Na comparacdo das médias da quantidade
de endotoxina entre as coleta 2 e coleta 3 foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p=0,005), sendo que a quantidade de
endotoxina da coleta 3 foi maior, mostrando que ocorreu aumento
consideravel na quantidade de endotoxina apés periodo de incubacéo de
sete dias do tratamento utilizando-se somente a instrumentacao. No caso
das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4 foi observado que houve
diferenca estatisticamente relevante (p=0,008), sendo que a média da
guantidade de endotoxina da coleta 4 foi menor que a da coleta 3,
denotando diminuigao significativa da quantidade de endotoxina com a
utilizacdo da medicacgédo intracanal. Na comparagdo entre as médias da
guantidade de endotoxina no grupo dos microrganismos associados,
pode-se observar que entre a coleta 4 e coleta 5 houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,005), sendo que a média da quantidade
de endotoxina foi menor na coleta 5, demonstrando que apés remocéo da
medicacdo intracanal e incubacdo de sete dias, houve diminuicéo
relevante na média da quantidade de endotoxina na ultima coleta.

Quanto aos dados de quantidade de endotoxina no grupo
teste dos espécimes contaminados com 0s microrganismos associados,
por meio do teste estatistico Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,015) entre as médias de
guantidade de endotoxina da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da
coleta 1 foi maior que a coleta 2, comprovando a reducdo da quantidade
de endotoxina imediata ao tratamento com instrumentagdo associada a
terapia fotodinamica antimicrobiana. Na comparacdo dos resultados ca

guantidade de endotoxina entre as coletas no grupo teste contaminado
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com 0s microrganismos associados, foi possivel observar que ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,721) entre as médias da
coleta 2 e coleta 3, demonstrando que, apos periodo de incubacédo de
sete dias do tratamento com instrumentacdo associada a Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana, a quantidade de neutralizacdo alcancada foi
mantida. As médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4 ndo foram
diferentes estatisticamente (p=0,445), comprovando que a neutralizacdo
alcancada com o tratamento de instrumentacdo associada a Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana néo foi alterada significativamente com a
utilizacdo da medicacdo intracanal. Foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p=0,007) entre a coleta 4 e coleta 5, sendo
gue a média da quantidade de endotoxina foi menor na coleta 5,
demonstrando que mesmo apés a remocdo da medicacdo intracanal
houve diminuigdo da meédia da quantidade de endotoxina ao final do ciclo
experimental.

Na Figura 26 estdo representados os resultados obtidos
no teste estatistico de Wilcoxon (a=5%), na analise comparativa das
meédias dos valores de quantidade de endotoxina em UE/mL nas coletas
dos grupos controle e teste de espécimes contaminados com 0s
microrganismos associados. Foram consideradas estatisticamente
significantes as diferencas entre as médias quando o p-valor associado
ao teste é menor que 0,05, que foi o nivel de significancia considerado.

Os resultados da quantidade de endotoxina foram
também analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle
com as realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com os
microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatistico
de Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Foi observado que
entre as coletas 1 do grupo controle comparado ao grupo teste, nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,436). Comparando-se
as coletas 2, foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente
(p=0,01) significante na média da quantidade de endotoxina, sendo que a

meédia no grupo teste foi maior que no grupo controle, confirmando que,
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neste caso, o tratamento com instrumentacdo somente foi imediatamente
melhor na neutralizacdo de endotoxina que o0 tratamento com a

instrumentagao associada a Terapia Fotodinamica A ntimicrobiana.
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FIGURA 26 - Resultados obtidos no teste estatistico de Wilcoxon (a=5%),
comparando as médias da quantidade de endotoxina nas
coletas realizadas no grupo controle e teste de espécimes
contaminados com 0s microrganismos associados.

Nas coletas 3, pdde-se verificar diferenga estatisticamente
significante (p=0,00), sendo que a meédia da quantidade de endotoxina da
coleta 3 do grupo controle foi maior que no grupo teste, significando que a
neutralizagdo imediata do tratamento com instrumentacdo somente,
embora tenha sido mais relevante apos periodo de incubacgéo, apresentou
um aumento maior na quantidade de endotoxina. Nao ocorreu diferenca
significante na média da quantidade de endotoxina comparando-se as
coletas 4 dos grupos controle e teste, demonstrando que apés periodo

com medicacao intracanal, a neutralizacdo de endotoxina € semelhante



116

em ambos grupos. Foi observada diferenca estatistica significante
(p=0,002) entre as médias da quantidade de endotoxina nas coletas 5,
sendo que a média da coleta 5 do grupo teste foi maior, comprovando que
ao final do ciclo experimental a neutralizacdo de endotoxina foi melhor no
grupo controle.

A Figura 27 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da
guantidade de endotoxina em UE/mL entre as mesmas coletas nos
grupos controle e teste dos espécimes contaminados com 0S

microrganismos associados.
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FIGURA 27 — Grafico demonstrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da quantidade de
endotoxina em UE/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos
controle e teste de espécimes contaminados com 0s
microrganismos associados.
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Na analise dos resultados comparando o comportamento
da média da quantidade de endotoxina no ciclo experimental de
contaminagcdo monoespécie de Escherichia coli com o ciclo de
contaminacao multiespécies (microrganismos associados) foi selecionado
o teste estatistico Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Com
base no teste foi possivel verificar que foi observada diferenca (p=0,023)
de comportamento entre as coletas 1 dos grupos controle, sendo que a
meédia da quantidade de endotoxina na coleta 1 do grupo controle dos
espécimes com microrganismos associados foi menor, confirmando
comportamento diferente na liberagdo de endotoxina no grupo de
contaminacdo monoespécie de Escherichia coli em comparacdo com o
grupo de contaminacdo multiespécies. Verificou-se diferenca estatistica
(p=0,00) entre as coletas 2 dos grupos controle, onde a média da
guantidade de endotoxina foi menor no grupo de contaminacao
monoespécie, confirmando comportamento diferente na neutralizacdo de
endotoxina nas coletas imediata ao tratamento com instrumentacao.
Entretanto nas coletas 3, ndo foram observadas diferencas significantes
estatisticamente (p=0,739), demonstrando que apdés periodo de incubacao
a partir do tratamento com instrumentacdo, ocorre uma semelhanca no
comportamento da média da quantidade de endotoxina. Nos grupos
controle também foram observadas diferencas estatistica (p=0,00) entre
as coletas 4, sendo que a média da quantidade de endotoxina da coleta 4
do grupo controle de contaminacdo com microrganismos associados foi
maior que no grupo de contaminacdo monoespécie de Escherichia coli,
mostrando que apos utilizacdo da medicacéo intracanal ocorreu diferenca
de comportamento quanto as médias da quantidade de endotoxina.. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente relevantes entre as médias
da quantidade de endotoxina das coletas 5 nos grupos controle de
contaminag¢do mono e multiespécie, ou seja, ndo ocorreram diferencas no
comportamento quanto a meédia da quantidade de endotoxina

comparando as ultimas coletas de ambas situagoes.
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Os resultados da analise comparando as meédias da
guantidade de endotoxina nos grupos testes do ciclo experimental de
contaminacdo monoespécie de Escherichia coli com o ciclo de
contaminacao multiespécies (microrganismos associados) foi selecionado
o teste estatistico Mann-Whitney, de nivel de significancia de 5%. Nas
coletas 1 e coletas 2, ndo foi possivel verificar diferencas estatisticamente
significantes, mostrando semelhanca de comportamento entre estas
coletas nos grupos teste de contaminacdo mono e multiespécies. A partir
da coleta 3 pbde-se observar diferenca estatisticamente significante nas
médias da quantidade de endotoxina (p=0,35), sendo que a média da
guantidade de endotoxina na coleta 3 do grupo teste dos espécimes com
microrganismos associados foi menor, confirmando comportamento
diferente na liberagdo de endotoxina no grupo de contaminacao
monoespécie de Escherichia coli em comparacdo com o grupo de
contaminacdo multiespécies. Verificou-se diferenca estatistica (p=0,004)
entre as coletas 4 dos grupos teste, onde a média da quantidade de
endotoxina foi menor no grupo de contaminacdo monoespécie,
confirmando comportamento diferente entre os grupos de contaminacao
monoespécie e multiespécies quanto a neutralizacdo de endotoxina apoés
utilizacdo da medicacdo intracanal. Nos grupos testes também foram
observadas diferencas estatisticas (p=0,029) entre as coletas 5 sendo
gue a média da quantidade de endotoxina da coleta 5 do grupo teste de
contaminagdo com microrganismos associados foi maior que no grupo de
contaminacdo monoespécie de Escherichia coli, mostrando que o
comportamento das médias da quantidade de endotoxina nos grupos sao
diferentes também apos remocédo da medicagédo intracanal.

A Figura 28 apresenta os resultados obtidos no teste
estatistico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da
quantidade de endotoxina em UE/mL entre as mesmas coletas nos
grupos controle e teste nos espécimes com contaminagdo mono e

multiespécies.
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FIGURA 28 — Gréficos demostrando os resultados obtidos no teste estatistico de
Mann-Whitney (a=5%), comparando as medias da quantidade de
endotoxina em UE/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos
controle e teste de espécimes de contaminacdo mono e
multiespécie.



6 DISCUSSAO

A incorporacdo da tecnologia na pratica médica moderna
€ inquestionavelmente um dos beneficios adquiridos pela humanidade
para o tratamento de inimeras patologias, dentre as quais, as morbidades
de cunho infeccioso despontam como foco de atencdo no
desenvolvimento de métodos terapéuticos avancados. Dentre os fatores
que contribuem para uma aprimorizacdo tecnoldgica voltada aos
processos infecciosos estdo, sobretudo, os problemas decorrentes da
resisténcia microbiana as drogas atualmente utilizadas na rotina
terapéutica. A capacidade de desenvolvimento de resisténcia dos
microrganismos aos agentes antimicrobianos desperta o interesse da
comunidade cientifica, que incorpora cada vez mais em seus objetivos, a
busca por mecanismos que transponham esse problemal® 34 ¢ € A
resisténcia microbiana oriunda da utilizacdo empirica e indiscriminada dos
agentes antimicrobianos, aliada a condicdo de sobrevida dos pacientes
imunocomprometidos, torna ascendente o problema do tratamento dos
processos infecciosos. Outro aspecto importante € a aquisicdo de novo
perfil no padrdo da infeccdo com despontamento de espécies antes nao
relevantes e com aumento na prevaléncia de infec¢des de caracteristicas
multiespécies®".

E possivel observar os reflexos desta nova fase também
na Endodontia atual, que diferentemente daquela da década de 80,
oferece muito em tecnologia para viabilizar um tratamento eficiente na
eliminacdo de microrganismos, rapido para diminuir consideravelmente as
intervencdes e seguro aos padrbes de qualidade em Endodontia. Dentre
as inovacobes, a utilizacdo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana em
Endodontia tém se destacado® 3% 35 4% 9. 106,107 e 122 ' 5 astydos sobre
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fototratamento antimicrobiano endodoéntico buscam por parametros
consistentes para que esta tecnologia possa ser introduzida na clinica a
fim de facilitar o tratamento, dinamizar a eliminacdo do processo
infeccioso, além de acrescentar quesitos vantajosos ao tratamento, como
a atuacdo antiinflamatdria e analgésica local* 32 35 4196, 106,107 122 "5 ¢rag
vantagens se referem ao emprego de um sistema de laser de menor
custo, de pequena dimenséo e que, além disso, ainda pode ser utilizado
com fibras oOpticas finas e flexiveis compativeis com o0s instrumentos
endod6nticos* 39 96 € 106,

As investigacbes sobre implantacdo da Terapia
Fotodindmica  Antimicrobiana como coadjuvante ao tratamento
endodbntico embora promissora, necessita do estabelecimento de
protocolos viaveis para utlizacdo efetiva, além de muitos estudos
referentes as propriedades da técnica, aos efeitos biolégicos sobre
tecidos do hospedeiro e sobre os agentes infecciosos?> 32 41 69. 96 e 106
Este estudo buscou associar a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana ao
tratamento convencional a fim de contribuir cientificamente na admisséo
de um meétodo terapéutico viavel para introducédo na clinica endodoéntica,
nao desmerecendo etapas primordiais para promoc¢ao e manutencéo das
condicbes de desinfeccdo necessarias ao tratamento, como a etapa da
instrumentacéo e medicacao intracanal.

A Terapia Fotodinamica Antimicrobiana baseia-se em um
principio simples em que a eliminagdo de microrganismos esta
relacionada com a ativacéo do corante depositado no organismo alvo que
apos sensibilizacdo transforma oxigénio molecular em oxigénio singlete
altamente reativo (fotoprocesso Tipo Il) ou interage com outras moléculas
aceptoras de elétrons resultando na producdo de hidroxilas e radicais
organicos (fotoprocesso do Tipo 1) que sdo citotdxicos® 8 72 125 131 e 133
Entretanto 0  estabelecimento de  protocolos efetivos na
fotossensibilizacéo letal sobre microrganismos continua sendo um desafio

para 0s pesquisadores, uma vez que fatores inerentes ao tipo de
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irradiagé@o, ao corante fotossensibilizador e a estrutura celular da espécie
microbiana devem ser levados em consideragéo®?® %,

Muitas das dificuldades no estabelecimento de um
protocolo efetivo da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana para utilizacéo
intracanal consiste na diferenca de susceptibilidade dos microrganismos
aos protocolos empregados, fato que merece atengcédo quando se deseja
introduzir parametros eficientes para utilizacdo da técnica. Para a
introducédo de parametros eficientes um dos elementos a ser considerado

é a dose de irradiacdo. Yoshimura'?®

mencionou que O sucesso da
Terapia Fotodinamica depende da quantidade de energia entregue aos
tecidos ou células-alvo, sendo que existem relatos de insucessos devido
ao excesso de energia empregado na técnica, tornando cada vez mais
preocupante uma melhor definicdo dos valores ideais de energia a serem
depositados no tecidos ou células alvo.

Alguns outros fatores que devem ser levados em
consideracdo quando objetiva-se definir uma dose de irradiacdo para a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana é o tipo de tecido a ser irradiado
(constituintes teciduais, coeficiente de absorcdo do tecido), distancia do
emissor ao tecido, método de aplicagdo (movimentos de irradiacao,
namero de sessdes), além de elementos do préprio laser como o tipo
selecionado e o sistema de entrega do feixe (fibra optica, braco articulado
com lentes, scanner etc). Segundo consideracdes de Lopes®’, ndo é
possivel calcular quanto € a absorcdo de cada tecido ou célula, entretanto
€ possivel calcular o quanto o aparelho esta emitindo.

Sem duvida alguma, a dosimetria € um dos itens mais
controversos nas terapias utilizando a luz laser de baixa intensidade,
justamente porque a evolucado cientifica vem descobrindo formulas mais
adequadas e com menor erro para o calculo da dose mais indicada para
cada situacdo®. Além disso, é muito importante conhecer as

caracteristicas técnicas do equipamento que esta sendo utilizado® 113 116

e 128
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Neste estudo, o0 método de irradiacdo e o tipo de laser
selecionado foram baseados nos protocolos definidos por Gutknecht et
al*' e Segundo® por demonstrarem em seus estudos resultados
relevantes sobre a efetividade da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana
com vistas ao tratamento endoddntico. A escolha pelo laser diodo a
outros tipos de laser, estd relacionada principalmente por serem
recomendados para reducdo microbiana sem apresentarem aumento na
temperatura do tecido circundante, vantagem importante na aplicacado da

24, 4L e 74 Também foi levado em

técnica para fins endodénticos
consideragdo o fato das terapias utilizando lasers de baixa ntensidade
nao favorecerem o desenvolvimento da resisténcia microbiana, pelo
menos até onde se conhece atualmente# 33 34 39,422 66,

O laser de Arseneto de Galio e Aluminio AsGaAl)
utilizado neste estudo € vantajoso em relacéo aos outros de estado solido
ou gas principalmente com relacdo ao custo, motivo pelo qual vém
ganhando espaco cada vez maior em diversas aplicacées na Odontologia.
Aléem disso, sdo duraveis e comprovadamente eficientes no processo de
conversdo de energia elétrica em luz e na seletividade da luz emitida*®.

Diferentes parametros de poténcia (P), comprimento de
onda () e tempo de irradiacdo na Terapia Fotodinamica Antimicrobiana
para fins endoddnticos podem ser observados na literatura. Seal et al.®,
por exemplo, compararam diferentes parametros de irradiagdo para
verificagdo da efetividade antimicrobiana sobre biofilme de Streptococcus
intermedius em canais radiculares. Os autores utilizaram 20 combinacdes
de quatro concentracbes de corante com cinco diferentes doses de
energia do laser, alcancando diferentes resultados diante das

1.3 realizaram

combinacBes de parametros de irradiacdo. Garcez et a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana em canais radiculares contaminados
com Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis. Para a realizacdo da

técnica preconizaram A de 660 nm em diferentes doses de irradiacéo e

tempo de aplicacdo, conferindo ao final do experimento, resultados
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s

variados quanto a efetividade. Outros trabalhos realizaram Terapia
FotodinAmica Antimicrobiana frente a diferentes microrganismos como
Candida albicans, Escherichia coli, Streptococcus mutans, Enterococcus
faecalis dispostos em suspensdo ou organizados em biofilmes
monoespécies, entretanto réo foram observadas evidéncias de estudos
sobre a determinacdo de parametros para Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana frente a microrganismos organizados em biofilmes
multiespécieSlZ, 14, 15, 20, 33, 39, 52, 54, 56, 64, 76, 86, 88, 96, 97, 108, 115, 118, 120, 129, 130, 132

e 136

Segundo Schoop et al®

, hovos comprimentos de onda
tém sido estabelecidos para a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana em
desinfeccdo de canais radiculares. Os autores testaram a efetividade de
laser diodo e de KTP (potassio-titanio-fosfato) frente a Escherichia coli e
Enterococcus faecalis na poténcia de saida de 1W e 1,5W e obtiveram
diferencas em seus resultados. Os autores relataram que os A testados
sdo ferramentas Uteis na desinfec¢do dos canais radiculares e podem ser
aplicados seguramente se a energia aplicada permanecer dentro dos
limites propostos.

Para a realizacdo deste estudo foi selecionado um Unico
parametro de irradiacdo com o0 objetivo de avaliar as diferencas na
atividade antimicrobiana frente a Candida albicans, Enterococcus faecalis
e Escherichia coli constituindo biofilmes mono e multiespécies nos canais
radiculares. O parametro utilizado, baseado na metodologia proposta por
Gutknecht et al.** e Segundo®’, foi utilizando laser diodo de baixa
intensidade com comprimento de onda 660nm, ajuste de poténcia no
painel de controle do aparelho em 40mW, utilizando-se sistema de
entrega por fibra Optica de didmetro de 365um e poténcia de saida
(entrega) de fibra Optica mensurada em 30mW, realizando técnica
helicoidal de aplicagcéao, durante 30min.

Quanto a utilizacdo do sistema de entrega por fibras
Opticas, justifica-se pela compatibilidade com as dimensdes dos canais

radiculares permitindo que o feixe de irradiagéo alcance toda a extenséo
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do canal radicular durante a ativacdo do corante fotossensibilizador. Foi
utlizado neste estudo fibra 6ptica de diametro de 365um com poténcia de
saida do feixe de irradiagdo mensurada em 30mW, considerando perda
de 10mW de poténcia da saida do foco do aparelho. Moritz et al.”*
relataram que a confiabilidade da irradiacdo nos canais radiculares deve-
se s fibras condutoras de luz flexiveis e de diametro compativel com o

1.>7, Garcez et al.**, Schoop et

canal. Outros estudos como de Kreisler et a
al® ressaltaram que, embora a fibra Optica possua dimensdes
importantes para a entrega do feixe as paredes internas dos canais
radiculares, deve ser utilizada com muita cautela para que nao haja
rompimento da fibra no interior do canal, cuja dificuldade na remocao dos
fragmentos comprometeria o sucesso do tratamento.

E fato notavel que a pesquisa sobre novos
fotossensibilizadores, que possam ser empregados em Terapia
Fotodinamica, tém sido bastante intensa nos ultimos anos®® 26 39 44. 52,55,
72, 86, 98, 114, 118, 119, 120, 125 e 129~ Alguns requisitos para um bom agente
fotossensibilizador sdo necessarios, como possuirem forte asorcdo na
regido do vermelho, altos rendimentos quanticos de formacé&o de oxigénio
singleto, baixa toxicidade, agregacéo seletiva e facil eliminacdo®. Com a
expansao da Terapia Fotodindmica, uma das principais areas de pesquisa
se concentra na busca e desenvolvimento de novas moléculas
fotossensiveis'“.

No presente estudo foi selecionado o corante
fotossensibilizador azuleno associado ao endo-PTC com base na
atividade fotodinamica relevante intermediada pela mistura nos estudo de
Segundo®’. O corante azuleno, extrado do 6leo essencial da Chamomilla
recutita (camazuleno) € comumente utilizado em preparacfes cosméticas
por apresentar uma atividade antiinflamatéria notavel na protecdo da
pele®. Outros efeitos como calmante, analgésico, antiespasmédico,
carminativo, cicatrizante e emenagogo sao também associados aos
compostos da Chamomilla recutita®. Este corante vem sendo utilizado na

Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com sucessos representativos®®
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33 ¢ 97 embora muitos outros corantes sejam passiveis de utilizacdo. A

vantagem do azuleno na Terapia Fotodinamica Antimicrobiana pode estar
associada ao fato do corante demonstrar, além das caracteristicas
fotossensibilizantes, efeitos antiinflamataorios, cicatrizantes e analgésicos.
A maior parte dos estudos em Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana empregam o azul de metileno e o azul de toluidina com
resultados importantes na eliminacdo de microrganismos?®® 44 34 55.56.75, 76,
118,119, 132, 131 e 133 Apesar de serem corantes bastante utilizados devido
sua baixa toxicidade e boa eficiéncia, ainda sdo necessarios muitos
estudos para comprovacao clinica e aquisicdo de acesso regulamentado.
Talvez uma alternativa imediata de acesso regulamentado para uso
clinico na cavidade oral seria a eritrosina, utiizada comumente na
evidenciacdo de biofilmes de superficies dentérias. Metcalf et al.”? e Wood

et al*?®

, apresentam em seus estudos parametros de utlizacdo da
eritrosina na Terapia Fotodindmica Antimicrobiana com sucesso
comparavel ao de outros agentes mais utilizados, como o azul de metileno
e 0 azul de toluidina.

No presente estudo a associacao do corante azuleno com
0 medicamento Endo-PTC teve por objetivo promover uma condi¢cdo mais
apropriada para uso clinico melhorando as caracteristicas da consisté ncia
do corante por torna-lo mais viscoso facilitando assim a manipulacédo e
introdugdo no interior dos canais radiculares. Esta associacdo também
minimiza o potencial de manchamento dentario, evitando que o corante
seja inadequado para utilizacdo na clinica endodéntica’? 1°© 97,

O mecanismo de acao da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana  baseia-se na letalidade fotoinduzida, devido
principalmente & atividade do oxigénio singlete (*O,), uma espécie
excitada altamente reativa capaz de oxidar moléculas organicas com alta
densidade eletrbnica, como por exemplo, lipidios, proteinas e &cidos

nucléicos®® ¢ "3,

E uma das mais importantes espécies oxidativas
envolvidas com toxicidade celular e danos genéticos, que ocorrem

preferencialmente nos sitios de guanina'®. Segundo Jiménez-Banzo et
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al.*°, a formacdo de oxigénio singlete fotoinduzido envolve transferéncia
de energia de um fotossensibilizante para as moléculas bioldgicas.

No decorrer do presente estudo foi notavel a observagéo
relacionada com a interacdo laser-corante-tecido bioldgico que, no caso
da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, pode promover tanto morte
celular  (fotossensibilizagcdo letal) como  estimulagdo  celular
(fotobioestimulacdo). Mas embora neste caso 0 objetivo seja
fotossensibilizacédo letal sobre microrganismos, € importante considerar
gue a radiacdo laser utilizada na Terapia Fotodindmica, se nado utilizada
com devidas precaucbes, € capaz de promover danos teciduais em
regides ou tecidos vulneraveis do hospedeiro. No Brasil, ainda sao
poucas as normas relacionadas a tecnologia laser. De acordo com a
ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas), a normalizagdo mais
importante a ser considerada para utilizacdo da tecnologia laser na area
da saude é a NBR IEC 60601-2-22 de 10/1997, uma norma internacional
adotada no Brasil que prescreve 0s requisitos particulares para a
seguranc¢a de equipamentos laseres utilizados em diagnésticos e terapias.
Por outro lado, a legislacéo ordinaria sobre a protecdo dos trabalhadores
diante de riscos no trabalho, estabelece normas regulamentadoras (NRs),
dentre as quais encontra-se a NR-15, que regulamenta as atividades e
operac0Oes insalubres, cujos anexos mais relevantes para a utilizacdo da
tecnologia laser, relaciona o fato de que o laser é enquadrado como uma
radiacdo ndo ionizante e também o fato de que as operacdes ou
atividades que exponham os trabalhadores as radiacdes nao ionizantes,
sem a protecdo adequada sdo consideradas insalubres. Assim é
importante que seja de conhecimento de todos os envolvidos com a
operacdo de equipamentos laser, os riscos destes equipamentos e a
adocdo de medidas que permitam reduzi-los ao maximo*®.

Lizarelli®® relata que a biosseguranca para utilizacdo dos
sistemas laseres em Odontologia torna-se alvo de discussdo muito atual.
Os organismos internacionais de controle e seguranca estabeleceram

parametros para determinar a exposicdo maxima a qual os individuos
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poderiam ser expostos com seguranca. Para os diodos laser de AsGaAl
infravermelho com um comprimento de onda em torno de 700nm os
valores para os parametros da maxima exposicdo permitida (MPE -
Maximum Permissible Exposure) para a cornea em 0,25s de exposicao é
de 3,7 x 10 W/cm?, para 10s é de 1,5 x 10*W/cm?, para 600s é de 5,3 x
10*W/cm? e para 30.000s é de 4,6 x 10“W/cm? constantando que
aumentando-se o tempo de exposi¢cao a luz, uma intensidade menor, que
n&o seria danosa numa exposicéo casual podera tornar-se lesiva**®.

A protecéo de todos envolvidos no procedimento consiste
basicamente no uso dos 6culos de protecdo que atenuam o feixe ao qual
sdo submetidos. Esta preocupacdo com as areas dos olhos € proveniente
do fato de que os mais graves acidentes sdo aqueles ocorridos com 0s
olhos, j& que a radiagdo atinge a retina apés sofrer uma amplificacdo de
um fator 100.000 vezes. Em relacdo ao ambiente devem ser utilizados
sistemas de sinalizacdo informativos quanto a radiacao laser, advertindo
sobre o perigo da exposicéo ao feixe®l %€ 116,

Quanto aos procedimentos de inoculacdo dos espécimes
no presente estudo, o tempo de formacdo do biofiime intracanal foi
necessario para que houvesse penetragdo dos microrganismos nos
tubulos dentinarios e outras areas do sistema de canal radicular,
conferindo uma condicdo ambiental semelhante ao que ocorre in vivo
possibilitando criar in vitro um desafio experimental que pudesse ser
transposto clinicamente. Neste sentido, os periodos utilizados para
alcancar essa condicdo diferiram entre as espécies de microrganismos
selecionadas neste estudo devido as caracteristicas distintas das
espécies quanto ao potencial de penetracdo e formacao de biofilme em
tubulos e outras areas do complexo sistema de canal radicular. Neste
estudo o tempo de contaminacdo no grupo de espécimes inoculados com
Candida albicans foi de 21 dias baseando-se no fato de que a espécie
possui uma ceélula grande na forma de levedura que poderia dificultar a
penetracdo nos tubulos nesta forma celular, sendo entdo necessario um

maior tempo no interior dos canais radiculares para que na forma de hifa
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seja possivel ocorrer penetracdo da espécie no interior dos tubulos
promovendo uma melhor fixacdo desta ao ambiente intraradicular. Silva et
al.1® mencionaram que em microscopia eletronica de varredura é possivel
observar que na topografia da parede dentinaria do canal radicular
infectado com Candida albicans as formas de hifas invadem os tubulos
dentinarios, lateralmente as formas de broto, e as formas de leveduras
sdo mais evidenciadas na parede voltada para o limem do canal.

No presente estudo o tempo de contaminacdo no grupo
de espécimes inoculados com Enterococcus faecalis e Escherichia coli foi
de 14 dias. Saleh et al.** verificaram que a colonizacdo de Enterococcus
faecalis nos casos relacionados com problemas endoddnticos mostram
células bacterianas penetrando de 300-400um no interior dos tubulos
dentinarios, cuja condicao in vitro pode ser alcangada com no minimo 2

semanas de contaminacdo. Garcez et al.3

, preconizaram um menor
tempo de contaminacédo para bactérias Gram-negativas pela caracteristica
de mobilidade dessas espécies no interior do complexo canal radicular.
Os autores utilizaram um tempo de contaminagdo de 3 dias para
formacdo de biofilme intracanal de bactérias Gram-negativas. Neste
estudo foi utilizado o periodo de 14 dias de contaminacdo para o grupo
dos espécimes inoculados com Escherichia coli com a finalidade de
promover uma condicdo de biofilme maduro no interior dos canais
radiculares e de possibilitar a formag¢do de quantidade consideravel de
endotoxina no ambiente para realizagdo dos testes experimentais que
também tiveram por objetvo verificar a efetividade da Terapia
Fotodinamica e medicacdo intracanal na neutralizacdo de endotoxina.
Quanto ao grupo de espécimes de inoculacdo com 0S microrganismos
associados foi necessario um maior tempo de contaminagcao (28 dias)
para que fosse possivel formacdo de biofilmes com trés espécies
associadas, sem que houvesse a inibicdo do crescimento de nenhuma
das espécies nesta condicdo. Embora na literatura possam ser verificados
periodos de contaminacdo dos espécimes distintos dos utilizados neste

28, 33, 34, 36, 74 e 121

estudo , a determinacdo dos periodos esta relacionada
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com os diferentes objetivos dos estudos que, nem sempre, necessitam de
condicdo condizente com a situacdo clinica in vivo, como preconizada
neste estudo.

A  Terapia  Fotodindmica com finalidade de
fotossensibilizacao letal sobre microrganismos tem sido bastante discutida
sob varios aspectos na literatura mundial'® 3 33 34 42,52, 55, 57, 88, 72, 76, 92, 96,
105,106, 115, 125, 127, 130. 131 e 133 (g resultados promissores quanto a
efetividade antimicrobiana foram atribuidos as vantagens inerentes a
técnica para finalidade endodbntica, o que despertou o0 interesse pela
investigacdo desta na Endodontia, ja que a eliminacdo de microrganismos

é um dos objetivos preponderantes do tratamento endodéntico®* 3% 86 9.

106, 115, 127 e 129

Nas consideracées de Folcwaczny et al®?, Kreisler et al.>®

1133 quanto a atividade da irradiacdo laser sobre

e Zeina et a
microrganismos, foi mencionada a existéncia de diferencas importantes
na sensibilidade das espécies microbianas a luz laser, determinadas em
grande parte pela morfologia celular de cada espécie. Shackley et al.??
relataram, por exemplo, que a Terapia Fotodinamica é mais seletiva em
tecidos hiperproliferativos, sendo possivel que a capacidade proliferativa
de cada espécie determine a sensibilidade a técnica.

Outros autores evidenciaram diferencas na sensibilidade

a Terapia Fotodinamica, relacionadas ao tipo bacteriano. Soukos et al.1%®

1.1%° s3o contundentes em

106 Komerick e Wilson® e Zancanela et a
mencionar que € perceptivel uma maior susceptibilidade das bactérias
Gram-positivas a acao fotodindmica da técnica, em relacdo as bactérias
Gram-negativas. Entretanto no presente estudo, a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana promoveu relativa diminuicdo tanto das Gram-positivas,
guanto das Gram-negativas, mas em ambos casos pode-se observar que
houve dificuldade de eliminacéo total das espécies bacterianas. Zeina et
al.*® observaram diferencas de susceptibilidade a Terapia Fotodinamica
levando em consideracdo o tipo celular, onde relataram que a Terapia

Fotodindmica € mais efetiva frente a células procarioticas em relacao as
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eucaridticas. Esta observacédo também foi constatada no presente estudo,
onde a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana nos padrées utilizados, nédo
demonstrou resultados significantes na eliminacao de células eucarioticas
de Candida albicans, mas promoveu relativa diminuicdo no namero de
células procaridticas de Enterococcus faecalis e Escherichia coli. Também
foram relatadas diferencas na sensibilidade a Terapia Fotodinamica
guando os microrganismos estao organizados sob a forma de biofilme e
guando estdo dispostos como células isoladas em um meio liquido, sendo
gue o desafio da Terapia Fotodindmica €é maior quando o0s
microrganismos estéo organizados em forma de biofilmes?’ 7> 96 125 € 130,
No presente estudo foi possivel observar que a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana, no protocolo proposto frente a microrganismos
organizados na forma de biofilmes, mostrou dificuldade na eliminacao
microbiana, ja que a reducdo alcancada no grupo de tratamento
utilizando-se a técnica foi igual ou aproximada aquela alcancada nos
grupos em que a técnica nao foi utilizada e em nenhum dos casos ocorreu
eliminacdo de 100% dos microrganismos com a utilizacéo da terapia.
Quanto aos fatores relacionados a irradiacdo, existem
relatos que a redugdo microbiana depende da dose, do tempo, da

342130 comprimento de onda utilizado®?, tipo de luz, irradiacdo de

fluéncia
feixe pulsado ou continuo®’, poténcia, coeficiente de extincdo do meio
(absorcdo)’® entre outros. As caracteristicas quimicas dos corantes
fotossensibilizantes devem ser compativeis com a célula alvo, com o meio
ao qual estdo dispostas durante o processamento da técnica, além de ser
extremamente importante o estabelecimento da banda de absorgcao {.)
ideal do corante 4 irradiacdo relacionada®® > 862 76.86,106,125e129 "5 ;trog
fatores como o pH e a presenca de constituintes proteicos no meio,
podem interferir na susceptibilidade dos microrganismos a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana®.

No protocolo de tratamento endoddntico associado a
Terapia FotodinAmica Antimicrobiana preconizado neste estudo frente a

biofilmes intracanais monoespécie de Candida albicans, foi possivel
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observar que nd@o houve diferenca na efetividade das etapas do
tratamento utilizando Terapia Fotodindmica Antimicrobiana com relacao
ao grupo controle, inclusive ap0s a etapa de utilizagdo da medicacao
intracanal de polimixina B associada & clorexidina gel 2%. Esses
resultados concordam com as evidéncias de Zeina et al.*3, onde a
espécie de levedura Candida albicans se mostrou menos susceptivel &
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana utilizando luz policroméatica de
projetor de slide, com 250W e comprimento de onda de 400-700nm,
mediada pelo azul de metileno. No estudo de Brasil et al'? também foi
possivel observar falta de atividade da Terapia Fotodinamica
antimicrobiana frente a Candida albicans utilizando-se protocolo muito
semelhante com relacdo ao estabelecido no presente estudo (laser diodo
AsGaAl, A= 685nm, fibra Optica) para fotossensibilizacdo letal intracanal
mediada pelo azuleno associado ao Endo-PTC.

Embora o protocolo para Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana em canais radiculares, preconizado neste estudo nao
tenha obtido resultados positivos frente a Candida albicans, outras
investigacbes na literatura realizaram a técnica com resultados
interessantes, porém em outras condigcbes experimentais. Majewiski et
al.% observaram in vitro, que a Terapia FotodinAmica Antimicrobiana
utilizando-se laser diodo de baixa intensidade de AsGaAl (A= 660nm, P=
35mW), mediada pelos corantes azul de metileno e azuleno, possibilitou
uma melhor reducédo no numero de UFC de quatro diferentes cepas de
Candida albicans em relacdo ao grupo controle. Rossoni et al.®
demonstraram em seus estudos, que a Terapia Fotodinamica utilizando-
se laser diodo (A= 660nm e P= 35mW) com o0s corantes
fotossensibilizadores azul de metileno e azul de toluidina, nas densidades
de energia de 6, 10 e 15J/cm? possibilitou uma reducdo in vitro no
namero de UFC de Candida albicans melhor que o grupo controle. Os
estudos de Munin et al.”
laser diodo (P= 0,035W, A= 683nm) com dose de energia de 28J/cm?

demonstraram que a Terapia Fotodindmica com
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utilizando-se o0 corante fotossensibilizador azul de metileno na
concentracao de 0,27mM foi capaz de inibir o crescimento de Candida
albicans e diminuir a porcentagem de células com tubos germinativos, no
protocolo previamente estabelecido.

Comparando-se  0os  resultados das  condicbes
experimentais mencionadas nos estudos que apresentaram resultados
interessantes frente a atividade antimicrobiana da Terapia Fotodinamica e
a deficiéncia da atividade antimicrobiana para Candida albicans no
protocolo estabelecido no presente estudo, é provavel que, dentre os
fatores que poderiam justificar este resultado, o desafio proposto na forma
de biofilme seria a causa mais relacionada com a dificuldade de eficiéncia
do protocolo preconizado neste estudo. Como anteriormente mencionado,
existe uma diferenca muito importante na sensibilidade a Terapia
Fotodinamica quando os microrganismos estdo organizados sob a forma
de biofilme em comparacédo & disposicdo em forma de células isoladas
num determinado meio, onde a dificuldade de acdo da Terapia
Fotodinamica é maior na organizacdo em biofilmes®” 7> % €130 Embora
tenha sido perceptivel a atividade da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana frente a Candida albicans em diferentes estudos, nenhum
dos estudos analisados que apresentaram uma condicdo de efetividade
foi submetido ao desafio na forma de biofiilme mas na forma de clulas

1.2° embora

isoladas dispersas em meio liquido. Charbrier-Rosell6 et a
tenham observado que a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, nos
protocolos estabelecidos pelos autores, eliminou completamente a enzima
deidrogenase de Candida albicans enfatizou que os resultados relevantes
da Terapia Fotodindmica em estudos in vitro, com poucas condi¢cdes que
remetem ao estado clinico ndo devem ser extrapoladas para condi¢des in
vivo, ja que fator como a complexidade dos tecidos interfere
substancialmente nos resultados.

1133 relacionam a ineficiéncia da técnica frente a

Zeina et a
Candida albicans também com a dificuldade imposta pela membrana

celular que pode agir como uma barreira adicional ao corante. Além disso,
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0s autores relacionaram ainda o tamanho celular maior das leveduras em
relacdo as células bacterianas, como um fator que poderia dificultar a
atividade antimicrobiana da Terapia Fotodindmica. O presente estudo
preconizou um tempo padrao de irradiacdo de 3min o que pode ter sido
insuficiente para a promocédo de atividade antimicrobiana, uma vez que
segundo estudos de Zeina et al'®, para o inicio da atividade
antimicrobiana consideravel sobre Candida albicans nos padrdes
estabelecidos pelos autores, foi necessario um tempo minimo de 20min,
onde constataram que a fotossensibilizacdo letal de Candida albicans é
mais lenta que a bacteriana.

Neste estudo foi observado que ao final do ciclo
experimental referente ao tratamento endodéntico proposto, ndo houve
diferenca entre o grupo teste e controle, sendo observado que com a
utilizagdo da medicacdo intracanal houve diminuigdo significativa no
numero de UFC/mL de Candida albicans e essa condi¢cdo foi mantida
apos periodo de incubacdo sem medicacdo, possibilitando a
argumentacdo de que a medicacdo utilizada contendo clorexidina
demonstrou atividade antimicrobiana frente a Candida albicans, além de
ter possibilitado uma atividade residual por ndo ter sido observado
aumento significativo no nimero de UFC/mL da levedura. Ruff et al.®
também constatou por meio de suas investigacdes que a clorexidina 2%
possui substantividade muito importante e uma Otima atividade frente a
cepas de Candida albicans resistentes a hidroxido de calcio. Basrani et
al® relataram que clorexidina como irrigante ou como medicacgéo
intracanal tem demonstrado eficacia antimicrobiana comparada com
hipoclorito de sédio e efetividade sobre cepas resistentes & hidroxido de
calcio e ainda sugerem associar clorexidina com hidroxido de calcio como
alternativa de medicacdo intracanal frente a Candida albicans. Nos
estudos de Siqueira Junior et al.}° sobre efetividade da clorexidina como
medicacdo intracanal, ficou demonstrado que clorexidina possui boa
atividade frente a Candida albicans nos canais radiculares, obtendo

atividade melhorada quando associada com pasta de Oxido de zinco.
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Stowe et all®® observaram atividade inbitéria da clorexidina 0,12%

.”° realizado

também sobre Candida albicans. O estudo de Menezes et a
em condi¢cdes semelhantes as propostas no presente estudo, mostraram
efetividade consideravel da clorexidina 2% como agente irrigante frente a
Candida albicans, embora no mesmo estudo outras associa¢cfes tenham
demonstrado efetividade superior.

Os resultados do presente estudo quanto & analise da
efetividade do protocolo de tratamento endodéntico associado a Terapia
FotodinAmica Antimicrobiana preconizado neste estudo frente a biofilmes
intracanais monoespécie de Enterococcus faecalis, foi possivel observar
gue o padrdo das fases do tratamento foram semelhantes nos grupos
controle e teste, entretanto neste caso, a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana apresentou uma reducdo no numero de UFC/mL de
Enterococcus faecalis mais relevante que a reducdo observada no grupo
controle em que foi utilizada somente a instrumentacdo. Além disso, os
resultados deste estudo mostraram que, embora tenha ocorrido aumento
no numero de UFC/mL de Enterococcus faecalis apos sete dias do
tratamento, no grupo teste este aumento permaneceu menor em relagéo
ao observado no grupo controle. Estes resultados estdo de acordo com 0s

|15

de Castro et al.” que utlizaram Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com

laser diodo (AsGaAl, A= 685nm e P=35mW) e corante fotossensibilizador
azuleno associado ao Endo-PTC, onde verificaram que a técnica foi capaz
de reduzir o numero de Enterococcus faecalis. Os resultados de Soukos

et al.l%

também demonstraram que a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana em canais radiculares, utilizando laser diodo cm auxilio
de fibra optica (.= 665nm, P= 1W) e corante fotossensibilizador azul de
metileno, foi capaz de reduzir a porcentagem de Enterococcus faecalis.
Assim como nos resultados do presente estudo, Soukos et al.l®%
verificaram que embora a Terapia Fotodinamica tenha reduzido a
porcentagem de Enterococcus faecalis, ndo ocorreu erradicacao total da

espécie em canais radiculares. Em investigacdo realizada por Usacheva
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et al.'? para analisar a sensibilidade dos microrganismos patogénicos a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, também foi verificada sensibilidade
de Enterococcus faecalis independente do corante utilizado pelos autores
(azul de metileno e azul de toluidina) com laser diodo (A= 664nm, P=50 a
100mW). Neste caso também foi observado que a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana nao foi capaz de eliminar completamente Enterococcus
faecalis.

Foi possivel observar também que ao final do ciclo
experimental, apés a utilizacdo da medicacdo intracanal, a reducao no
ndamero de UFC/mL de Enterococcus faecalis ndo apresentou diferenca
nos grupos controle e teste. P6de-se observar que a medicacdo contendo
clorexidina mostrou desempenho muito importante, embora ndo tenha
sido capaz de eliminar completamente a espécie organizada na forma de
biofilme em canais radiculares. Estes resultados concordam com o0s

encontrados por Gomes et al.*

, em que clorexidina gel utilizada como
medicagdo intracanal inibiu o crescimento de Enterococcus faecalis,
chegando a ser mais efetiva que hidroxido de célcio, demonstrando
também, assim como neste estudo, uma atividade residual por até 15

dias. Portenier et al®®

verificaram eliminacdo de Enterococcus faecalis
com clorexidina utilizada em diferentes concentracbes e associada com
outra medicacdo. Damello et al.?® fizeram observacdes interessantes
sobre a atividade antimicrobiana da clorexidina gel 2%, onde tanto a
utilizagdo como irrigante ou como medicacao intracanal reduziu o numero
de UFC de Enterococcus faecalis e foi capaz de manter a condicdo
alcancada por até 7 dias, comprovando a propriedade de substantividade
da clorexidina, assim como observado no presente estudo, que ao final do
ciclo experimental houve a manutencdo da condicdo de reducao
alcancada com o uso da medicacgao intracanal.

Segundo Gomes te al.*®

a atividade da clorexidina gel 2%
depois de 15 dias sugere que a viscosidade na forma gel possibilita o
contato do agente ativo com o canal e tubulos dentinarios e que esta

consisténcia é capaz de penetrar por mais de 0,4mm nos tubulos.
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Dentre o0s resultados das investigagbes sobre a
efetividade da Terapia FotodinAmica Antimicrobiana frente Enterococcus
faecalis analisadas no presente estudo, ndo foram encontradas
evidéncias sobre falta de atividade da Terapia Fotodinamica para a
referida espécie. Este fato denota que € interessante o aprimoramento do
protocolo de utilizagdo da técnica em canais radiculares, uma vez que,
mesmo em desafios na forma de biofilme e canais radiculares dotados de
muitas anfractuosidades, a Terapia Fotodindmica tem atividade
antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis, uma das espécies mais
resistentes ao tratamento endodontico convencional.

Neste estudo, os resultados da analise da efetividade do
protocolo de tratamento endodéntico associado a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana frente a biofilmes intracanais monoespécie de Escherichia
coli, foi possivel observar que o padrao das fases do tratamento foram
semelhantes nos grupos controle e teste. Relacionando os resultados dos
grupos controle e teste foi observada que a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana associada a instrumentacao foi, de forma imediata, melhor
gue o tratamento utilizando-se apenas a instrumentacdo, mas apés a
utilizacdo da medicacéo intracanal, ao final do ciclo experimental, os dois
tratamentos reduziu totalmente o numero de UFC/mL de Escherichia coli.
Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com o0s

I 118

descritos por Usacheva et a onde observaram que a Terapia

Fotodindmica Antimicrobiana com laser diodo (A= 664nm) e corantes
fotossensibilizadores azul de metileno e azul de bluidina, foi efetiva na
inativacdo de Escherichia coli, alcancando eliminagao total utilizando-se
concentragdes de 95 a 170uM de azul de toluidina e de 180 a 250uM de
azul de metileno. Komerick e Wilson® observaram reducédo de Escherichia
coli com Terapia Fotodindmica Antimicrobiana dependente da dose de
energia da luz incidente. Os estudos de Prates et al.® verificaram

efetividade da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana com laser diodo (A=

660nm e P= 100mW) frente a Escherichia coli utlizando-se corante
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fotossensibilizador azul de metileno, alcancando indices de reducédo em

tubos de ensaio, de até 99,85%. Segundo Zancanella et al.*?°

a inativacao
efetiva da Terapia Fotodinamica frente & Escherichia coli utilizando-se
laser diodo (.= 660nm) e corante fotossensibilizador azul de metileno,
estd relacionada com a capacidade do fotossensibilizador catibnico
remover ions divalentes dos lipopolissacarideos da parede celular externa
favorecendo a distorcdo da membrana externa, com a formacéo de canais
que acabam por permitir entrada do fotossensibilizador. Os autores
também relatam que embora a Terapia Fotodindmica, nos padrdes
utilizados seja efetiva para Escherichia coli, as bactérias Gram-negativas
sd0 mais resistentes a processos de fotoinativacdo devido as
caracteristicas estruturais da célula, sendo que muitos estudos
recomendam a utilizagdo de aditivos como EDTA ou polimixina B ao
corante fotossensibilizador para conseguir efetiva inativacao.

Neste estudo foi observado que de forma imediata a
Terapia Fotodindmica asssociada a instrumentagdo diminui o nimero de

UFC/mL de Escherichia coli, mas outros autores como Soukos et al.l%® ®

106 e Komerick e Wilson®™ mencionaram a susceptibilidade a Terapia
Fotodindmica € maior em bactérias Gram-positivas, com relagdo as Gram-
negativas.

Quanto a atividade antimicrobiana da clorexidina
associada a polimixina B, a reducao total do numero de UFC/mL de
Escherichia coli apds utilizacdo da medicacdo intracanal pode estar
relacionada a presenca de polimixina B possibilitando maior atividade da

|79

clorexidina. Ogita et al ™, por exemplo, relataram que a polimixina B inibiu

o0 crescimento de Escherichia coli de maneira bastante efetiva em

1.1?°. como anteriormente

pequenas concentracbes. Zancanella et a
mencionado, relata que a literatura recomenda uso de aditivos como a
polimixina B para melhorar atividade antimicrobiana sobre Escherichia
coli. Komerick e Wilson> observaram pouca atividade antimicrobiana da
Terapia Fotodinamica utilizando corante fotossensibilizador ftalocianina e

porfirina, e mencionaram que a efetividade desses corantes poderia ser
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considerada se houvesse a associacdo com aditivo tipo EDTA. Os
resultados interessantes desse e de outros estudos frente a Escherichia
coli utilizando-se Terapia Fotodindmica Antimicrobiana é importante para
despertar interesse pelo aprimoramento do protocolo de utilizacdo da
técnica em canais radiculares, levando em consideracdo a possibilidade
de melhorar a efetividade da técnica através da associacdo de aditivos
como EDTA ou polimixina B ao corante fotossensibilizador.

No presente estudo os microrganismos Candida albicans,
Enterococcus faecalis e Escherichia coli foram inoculados de forma
associada no interior dos canais radiculares, constituindo biofilmes
multiespécies com o objetivo de verificar diferencas na atividade
antimicrobiana da Terapia FotodinAmica Antimicrobiana e medicacao
intracanal frente aos mcrorganismos associados. Foi observado que o
padrdo de comportamento de Candida albicans nas fases do tratamento
preconizado para o grupo controle diferiu apds periodo de incubacédo de
uma semana de tratamento com instrumentacgéo, sendo observado que a
reducdo alcancada com a instrumentagdo no grupo de espécimes
inoculado com Candida albicans associada aos outros microrganismos se
manteve apds uma semana, diferentemente do grupo controle em que a
espécie foi inoculada de forma isolada. Também foi observada diferenga
apos a utilizacdo da medicacdo intracanal entre 0 grupo em que 0s
espécimes foram inoculados somente com Candida albicans em relagéo
ao grupo de inoculagdo multiespécies. Neste caso, houve maior reducéo
pela medicagdo intracanal no grupo dos microrganismos associados,
ocorrendo reducéo total nesse grupo ao final do ciclo experimental. Com
esses resultados foi possivel observar que ocorreu melhor atividade
antimicrobiana do tratamento proposto para o0 grupo controle quando
Candida albicans foi inoculada em associacdo com outros
microrganismos, embora ao final do ciclo experimental ndo tenha sido
observada diferenca relevante..

Quanto ao padrdao de comportamento de Candida

albicans nas fases do tratamento preconizado para o grupo teste, em que
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foi associada instrumentacdo com Terapia Fotodindmica Antimicrobiana,
ocorreu diferenca na atividade antimicrobiana imediatamente ao
tratamento sendo observado que no grupo dos espécimes em que
Candida albicans foi inoculada de forma isolada houve maior redugdo no
numero de UFC/mL em relacdo ao grupo em que Candida albicans foi
inoculada em associagdo com outros microrganismos. Embora nos dois
casos tenha ocorrido aumento do numero de UFC/mL ap6s uma semana
do tratamento, o aumento foi numericamente maior no grupo que Candida
albicans foi inoculada em associacdo com outros microrganismos. Apoés a
utiizacdo da medicacdo intracanal n&o houve diferenca de
comportamento frente a Candida albicans entre as fases em ambos
grupos. Esses resultados possibilitam concluir que no grupo teste a
observacdo mais importante quanto & comparagcdo no comportamento de
Candida albicans inoculada em associagdo ou isoladamente, foi que
Candida albicans foi mais sensivel, de forma imediata, a terapia
fotodinAmica antimicrobiana quando inoculada isoladamente. De maneira
geral foi possivel observar que o comportamento de Candida albicans ao
final do ciclo experimental preconizado neste estudo para o grupo teste e
grupo controle, onde se utilizou instrumentacdo associada com Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana, n&o diferiu significativamente quando
inoculada isoladamente ou em associacdo com outros microrganismos,
sendo que a eficiéncia da atividade da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana frente a Candida albicans, tanto no caso em que o0s
espécimes foram inoculados isoladamente como naqueles inoculados em
associacdo com outras espécies, ndo foi satisfatoria nas condicGes
propostas no presente estudo.

Neste estudo também foi analisado o padrdo de
comportamento de Enterococcus faecalis nas fases do tratamento
preconizado para o grupo controle e teste. Os resultados mostraram que
no grupo controle houve diferenca em todas as fases, sendo que ao final
do ciclo experimental, o Unico grupo que alcancou reducado total de

Enterococcus faecalis foi aquele em gue a inoculacao foi realizada em
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associacao com outras espécies. Nas comparacdes realizadas no grupo
teste, em que foi utilizada a instrumentacdo em associacdo com Terapia
Fotodindmica, foi observado que de forma imediata a Terapia
Fotodindmica associada a instrumentacdo reduziu um numero maior de
UFC/mL de Enterococcus faecalis no grupo em que a espécie foi
inoculada isoladamente, e essa condi¢ao seguiu 0 mesmo padréo depois
de uma semana do tratamento. Apdés utilizacdo da medicacao intracanal
foi observada maior reducdo de Enterococcus faecalis no grupo de
inoculacdo multiespécie. No final do ciclo experimental ndo foi observada
diferenca entre o comportamento de Enterococcus faecalis comparando-
se 0 grupo de inoculacdo isolada e com outras espécies associadas
quando foi utilizado tratamento de instrumentacdo associada a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana. De maneira geral foi possivel observar que
Enterococcus faecalis apresentou diferencas no padrdo de
comportamento quando inoculado isoladamente em relacdo a inoculacéo
multiespécies, sendo que apenas no grupo controle de inoculagédo
multiespécies foi verificada eliminacdo total de Enterococcus faecalis ao
final do ciclo experimental.

Quanto aos resultados do presente estudo frente a
Escherichia coli foi possivel observar que o comportamento da espécie
guando inoculada isoladamente foi diferente da inoculagdo em associacéo
com outras espécies, tanto nos grupos controle quanto nos grupos teste,
na fase em que se verificou a atividade antimicrobiana imediata aos
tratamentos (instrumentacdo e instrumentacdo associada a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana). No grupo controle ocorreu maior reducéo
de Escherichia coli imediata ao tratamento no grupo de inoculacao
multiespécies, ja no grupo teste a maior reducdo foi observada no grupo
de inoculacdo com Escherichia coli somente. Os resultados do presente
estudo também evidenciaram que, ao final do ciclo experimental, ndo
ocorreu diferenga no comportamento de Escherichia coli tanto nos grupos
teste e controle de inoculagdo mono e multiespécies. De maneira geral foi

possivel observar que Escherichia coli apresentou diferencas no
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comportamento imediato ao tratamento com instrumentacdo e com
instrumentacdo associada a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana, sendo
gue Escherichia coli foi mais sensivel, de forma imediata, ao tratamento
associando-se Terapia Fotodinamica Antimicrobiana no grupo de
espécimes de inoculacdo isolada. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas no comportamento de Escherichia coli nos grupos inoculados
isoladamente ou com outras espécies associadas ao final do ciclo
experimental levando em consideracdo os tratamentos propostos neste
estudo.

Na literatura € uma tendéncia verificar efetividade de
medicamento, técnicas e materiais frente a comunidades de biofilmes
microbianos** 7% 7 125 € 133 3 emprego de biofiimes monoespécies e
multiespécies para observacdo das caracteristicas nestes tipos distintos
de comunidades microbianas podem ser observados em estudos na

72, 75,125 € 130 - antretanto ndo foram constatadas evidéncias na

literatura
literatura consultada, que pudessem ser utilizadas como parametros de
comparacao com os resultados obtidos no presente estudo.

No protocolo de tratamento endoddntico associado a
Terapia FotodinAmica Antimicrobiana preconizado neste estudo frente a
neutralizacdo de endotoxinas em biofilmes intracanais monoespécie de
Escherichia coli, demonstrou que no grupo teste a reducdo na quantidade
de endotoxina imediatamente ao tratamento com instrumentacao
associada a Terapia Fotodindmica foi mantida ap6s uma semana do
tratamento. No grupo teste também foi possivel observar, que a condicao
de reducdo alcancada com a utilizacdo da medicacdo intracanal se
manteve apdés remocdo da medicagcdo, ao final do ciclo experimental.
Embora tenha ocorrido diferenca no comportamento do grupo teste e
controle, ao final do ciclo experimental os resultados dos tratamentos na
neutralizacdo de endotoxina foram semelhantes.

Poucos sao os estudos verificando a atividade da Terapia
Fotodindmica Antimicrobiana sobre endotoxina. Na literatura consultada

apenas a investigacdo de Komerick e Wilson® demonstrou interesse em
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relacionar a atividade da Terapia Fotodinamica com endotoxinas.
Entretanto os autores avaliaram a influéncia da Terapia Fotodinamica com
laser de baixa poténcia (22,3 — 74,4J/cm?) e corante azul de toluidina
sobre a bioatividade da endotoxina. Os autores mostraram que a Terapia
Fotodinamica nos padrfes utilizados foi capaz de diminuir a bioatividade
da endotoxina em estimular IL-6 e IL-8, além disso, essa diminuicao foi
dependente da concentracdo do corante e da dose de energia
empregada. O presente estudo ndo relacionou a bioatividade da
endotoxina com o0s tratamentos endoddnticos preconizados, 0 que
impossibilita comparacdes com o estudo de Komerick e Wilson™.

Os resultados do presente estudo podem ser

1.112 e Silva et

comparados, no entanto, com os estudos de Tanomaru et a
al.®® que, embora tenham avaliado a efetividade da clorexidina 2% na
forma liquida e na forma gel como agente irrigante intracanal, verificaram
que a clorexidina 2% nao inativou endotoxina de Escherichia coli,
inclusive ndo demonstrou inibicio em sua atividade biolégica. No
presente estudo, clorexidina gel 2% associada a polimixina B foi capaz de
neutralizar endotoxina de Escherichia coli, apesar néo ter sido verificada
neutralizagdo total de endotoxina em nenhum dos casos. O efeito de
neutralizagdo demonstrado neste estudo, pode estar relacionado com a
diminuicdo no numero de UFC/mL de Escherichia coli apés utilizacdo da
medicacdo intracanal e também com uma possivel potencializacdo do
efeito da clorexidina pela polimixina B, j& que alguns autores relataram
essa possibilidade® €%,

Foi possivel observar também que o perfil de reducédo da
guantidade de endotoxina no grupo de inoculacdo de Escherichia coli
isolada foi diferente da inoculacdo em associacdo com outras espécies.
No grupo teste, em que o tratamento realizado associou instrumentacao
com Terapia Fotodindmica Antimicrobiana, houve uma redugéo maior na
guantidade de endotoxina em relacdo ao grupo controle e, neste caso, a
reducdo foi mantida apés uma semana de incubacdo. Foi possivel

constatar que mesmo apoés utilizacdo da medicacdo intracanal de
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clorexidina gel e polimixina B, a reducdo se manteve como a alcancada
com o tratamento de instrumentacdo associado a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana. Comparando-se o0 comportamento da quantidade de
endotoxina nos grupos teste de inoculacdo de Escherichia coli isolada
com associada a outras espécies, foi constatado que no grupo de
inoculacdo monoespécie a quantidade de endotoxina apresentou uma
reducdo maior ao final do ciclo experimental proposto em relacdo ao
grupo de biofilme multiespécie. No grupo controle, ocorreu maior reducao
da quantidade de endotoxina apds utilizacdo da medicacéo intracanal no
grupo de inoculacéo de Escherichia coli isolada, mas ao final do ciclo
experimental, a quantidade de reducdo de endotoxina foi semelhante
entre os grupos de inoculacdo de Escherichia coli isolada e associada a
outras espécies. De maneira geral foi possivel observar que a quantidade
de endotoxina, nos grupos de inoculacdo de Escherichia coli isolada e
associada a outras espécies, apresentou diferencas nas fases dos
tratamentos propostos. Foi possivel observar que nos grupos controle de
contaminacdo mono e multiespécies, a diminuicdo da quantidade de
endotoxina foi semelhante ao final do ciclo experimental, ja nos grupos
teste ocorreu maior reducdo da quantidade de endotoxina no grupo de
inoculagdo monoespécie.

Neste caso, 0s resultados mostraram que a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana associada ao tratamento de instrumentacao
foi melhor na neutralizacdo de endotoxina de forma imediata ao
tratamento, comparado com o grupo controle, mas apoés utilizacdo da
medicacao intracanal de clorexidina gel 2% associada a polimixina B, ndo
ocorreu diferenca na quantidade de endotoxina comparando-se 0S grupos
controle e teste. Assim como no grupo de inoculacdo isolada de
Escherichia coli, o efeito de neutralizacdo pode estar relacionado com a
diminuicdo no numero de UFC/mL de Escherichia coli apds utilizacdo da
medicacdo intracanal e também com uma possivel potencializacdo do
efeito da clorexidina pela polimixina B, ja que alguns autores relataram

essa possibilidade® €%,
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A avaliacdo do tratamento preconizado no presente
estudo frente ao desafio de biofilmes mono e multiespécies foi importante
ja que na infeccdo endodbntica in vivo existe esta mesma condicao de
organizagdo dos microrganismos, aumentando a possibilidade de

1.2” mencionaram

transposicao dos resultados para a clinica. Dunavant et a
gue poucos sao os estudos que avaliam a efetividade de técnicas,
materiais, instrumentos, entre outros, sobre o0 crescimento dos
microrganismos na forma de biofilme. Seal et al.*® discutiram sobre o fato
de que a fotossensibilizacdo letal, apesar de apresentar resultados
promissores, ndo tem sido aplicada sobre biofilmes intracanal. Segundo
Zanim et al.®®° relataram a importancia da verificacdo da Terapia
Fotodindmica sobre as diferentes fases dos biofilmes, A que em seus
estudos observaram que biofilmes mais velhos sdo menos susceptiveis a
terapia. M?ller et al.” mencionaram que biofilmes mais velhos s&o mais
resistentes também & clorexidina, em compara¢cdo com 0s mais novos. Os
autores também fizeram mencéo ao fato de que pouco se conhece sobre
o efeito da Terapia Fotodinamica sobre biofilmes. Em contrapartida, Wood
et all® observaram que os biofilmes jovens de Streptococcus mutans
foram menos susceptiveis a Terapia FotodinAmica Antimicrobiana que os
biofilmes mais velhos.

Apesar do presente estudo ndo ter incluido grupos
experimentais analisando a efetividade da utlizagdo do corante
fotossensibilizador azuleno ou da irradiagdo laser de AsGaAl (no
parametro da Terapia Fotodinamica) isoladamente, esses aspectos foram
analisados em diferentes estudos, sob diferentes condi¢cdes e, na grande
maioria dos casos, ndo foram observados resultados relevantes na
utilizacdo isolada dessas condi¢cfes. Os estudos comprovaram que essa
forma de utilizacdo ndo apresenta diferenca com relacdo aos grupos
designados como controle 2 15 20. 34, 55,58, 96, 105, 106 ¢ 133,

Embora o presente estudo ndo teve como proposta
avaliar a atividade dos tratamentos sobre os fatores de viruléncia dos

microrganismos, na literatura pode ser observado que a Terapia
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Fotodinamica é capaz de interferir com alguns desses fatores, mesmo

quando ndo é relevante a reducéo microbiana alcancada pela técnica®® >

® '8 sendo importante investigacdes que elucidem melhor a interferéncia
da Terapia Fotodinamica com esses fatores.

E incontestavel que no tratamento endodontico, as etapas
de instrumentacao, irrigagcdo e medicagao intracanal sdo essenciais para
0 sucesso do tratamento, entretanto o melhoramento da técnica,
medicamentos e materiais utilizados convencionalmente, vém de encontro
ao objetivo de proporcionar sempre um tratamento de maior qualidade,
menos dispendioso, mais confortavel para o paciente e para o profissional
e, principalmente mais efetivo. Todos esses fatores, sem duvida, estao
relacionados com a repercussdo do sucesso do tratamento em
Endodontia.

A Terapia Fotodinamica Antimicrobiana ndo deve ser
desmerecida, nem exaltada pelos profissionais segundo M-?ller et al.”.
Segundo esses autores, a aplicagdo da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana ndo deve substituir os regimes dos tratamentos
convencionais, mas deve ser aprimorada no sentido de implementacéo
como coadjuvante ao tratamento convencional, ja que o laser de baixa
intensidade é seguro, de facil manipulagédo e aceitacdo pelo paciente,
apresenta outras vantagens além de promover atividade antimicrobiana
guando associado a um corante fotossensibilizador e € uma alternativa
vidvel em relacdo ao custo relativamente baixo do aparelho emissor de
irradiacao.

Acreditamos que sdo0 necessarias investigacdes para
aprimorar os resultados do protocolo de tratamento endoddntico proposto
neste estudo, a fim de que sejam estabelecidos outros protocolos de
tratamento passiveis de aplicacao na clinica. Talvez, devido aos inimeros
fatores que influenciam na efetividade da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana e diversidade microbiana associada a cada quadro clinico
endodoéntico, os estudos encontrardo estratégias efetivas para cada

condicao especifica, assim como ja ocorre com o0s antibioticos atuais.



7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que:

a)

b)

c)

a instrumentacdo associada a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana frente a
Enterococcus faecalis e Escherichia coli foi efetiva,
mas nao apresentou efetividade frente a Candida
albicans, no caso dos biofiimes intracanal

monoespécie;

a instrumentacdo associada a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana nao foi efetiva frente
aos microrganismos e neutralizacdo de
endotoxinas no caso dos biofilmes intracanais

multiespécies;

a utilizacdo da medicacgéao intracanal de clorexidina
gel 2% associada a polimixina B ndo promoveu
total neutralizacdo de endotoxina de Escherichia
coli em biofilmes intracanal monoespécie e
multiespécie, mas  apresentou  significativa

efetividade sobre os microrganismos estudados.
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Apéndice A — Tabela dos resultados obtidos na anélise descritiva dos

dados em UFC/mL das coletas dos grupos controle e teste

nos espécimes contaminados com Candida albicans

coletas n minimo maximo média desvio-padréo
C1 controle 10 5000 340000 107900 114805,584
C2 controle 10 10 500 138 147,558
C3 controle 10 18480 32800 25202 4804,895
C4 controle 10 0 910 92 287,433
C5 controle 10 0 140 16 43,767
Cl teste 10 12000 1960000 382500 697386,112
C2 teste 10 10 140 38 37,357
C3 teste 10 20 30430 15442 12167,531
C4 teste 10 5860 1024 2186,577
C5 teste 10 2260 372 806,595
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Apéndice B - Tabela dos resultados obtidos na analise descritiva dos

dados em UFC/mL nas coletas dos grupos controle e teste

dos espécimes contaminados com Enterococcus faecalis

coletas n minimo maximo média desvio-padréo
C1 controle 10 13600 1472000 851000 402274,92
C2 controle 10 4120 24400 13074 6472,797
C3 controle 10 5760 35210 23408 9932,51
C4 controle 10 0 854 190 346,845
C5 controle 10 0 774 93 240,927
Cl teste 10 196000 1840000 709600 584779,389
C2 teste 10 65 4120 929 1266,6
C3 teste 10 3480 15680 9155 3597,849
C4 teste 10 0 99 36 41,256
C5 teste 10 0 231 57 93,65
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Apéndice C — Tabela dos resultados obtidos na analise descritiva dos
dados em UFC/mL das coletas dos grupos controle e

teste dos espécimes contaminados com Escherichia coli

coletas n minimo maximo média desvio-padréo
C1 controle 10 11200000 45500000 31500000 11234174
C2 controle 10 23600 118200 60600 35335,2
C3 controle 10 0 2343000 1080200 939968,5
C4 controle 10 0 0 0 0
C5 controle 10 0 0 0 0
Cl teste 10 1790000 44600000 23540000 15764963
C2 teste 10 0 2300 349 779,2
C3 teste 10 554000 2992000 1376000 735323,9
C4 teste 10 0 0 0 0

C5 teste 10 0 0 0 0
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Apéndice D — Tabela dos resultados em UFC/mL para Candida albicans

obtidos na analise descritiva dos dados nas coletas dos

grupos controle e

teste no grupo de espécimes

contaminados com 0s microrganismos associados

coletas n minimo mMaximo média desvio-padréao
C1 controle 10 10000 4200000 667300 1275049
C2 controle 10 10 8700 1467 3544
C3 controle 10 10 67000 11259 22233
C4 controle 10 0 200 83 89,1
C5 controle 10 0 0 0 0
C1 teste 10 1000 8300000 1269429 3106221
C2 teste 10 30 6300 1288 1866
C3 teste 10 4000 284000 101010 111206
C4 teste 10 0 97 13,8 30
C5 teste 10 0 5180 845 1801
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Apéndice E — Tabela dos resultados em UFC/mL para Enterococcus

faecalis obtidos na analise descritiva dos dados nas

coletas dos grupos controle e teste no grupo de

espécimes contaminados com 0S microrganismos
associados
coletas n minimo MAaximo média desvio-padrao
C1 controle 10 360000 24800000 8816000 7001674,2
C2 controle 10 900 15800 3260 4462,2
C3 controle 10 21000 698000 292400 237228,5
C4 controle 10 0 10 3 4,8
C5 controle 10 0 0 0 0
Clteste 10 19000 24100000 4683900 8017764,7
C2 teste 10 420 15400 5134 4819
C3teste 10 25600 396000 234760 158456
C4 teste 10 0 50 10 18
C5 teste 10 0 1880 504 678,5
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Apéndice F — Tabela dos resultados em UFC/mL para Escherichia coli

obtidos na andlise descritiva dos dados nas coletas dos
grupos controle e teste no grupo de espécimes

contaminados com 0s microrganismos associados

coletas n minimo mMAaximo média desvio-padrao
C1 controle 10 225000 51800000 9150500 15747741
C2 controle 10 210 30600 11691 11041
C3 controle 10 1000 490000 176810 181294,4
C4 controle 10 0 0 0 0
C5 controle 10 0 0 0 0
C1 teste 10 0 2430000 359300 763825,3
C2 teste 10 340 21200 6616 7929,4
C3 teste 10 700 2152000 1362470 668487
C4 teste 10 0 10 1 31
C5 teste 10 0 270 30 84,5
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Apéndice G — Tabela dos resultados obtidos na analise descritiva dos

dados de quantidade de endotoxina em UE/mL nas coletas

dos grupos controle e teste nos espécimes contaminados

com Escherichia coli

coletas n minimo mMaximo média desvio-padréao

C1 controle 10 50000 50000 50000 0
C2 controle 10 395 50000 20224 20670,2
C3 controle 10 50000 50000 50000 0
C4 controle 10 47 6290 1237 1874,8
C5 controle 10 223 27000 8442 8443,7
C1 teste 10 50000 50000 50000 50000
C2 teste 10 2280 50000 34195 18944
C3 teste 10 9070 50000 38197 15408,5
C4 teste 10 354 50000 7527 15784
C5 teste 10 1020 50000 9702 15414,2
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Apéndice H — Tabela dos resultados em UE/mL para quantidade de

endotoxina obtidas na analise descritiva dos dados nas

coletas dos grupos controle e teste no grupo de

especimes contaminados com 0S microrganismos
associados
coletas n minimo MAaximo média desvio-padrao
C1 controle 10 1670 50000 29540 20488,9
C2 controle 10 32 500 259 169,9
C3 controle 10 49700 50000 49970 94,8
C4 controle 10 5060 50000 16203 13682
C5 controle 10 59 10300 3711 3635,5
Clteste 10 6100 50000 35540 15088
C2 teste 10 69 50000 18124 20056
C3teste 10 851 50000 21919 17679
C4 teste 10 7130 50000 71160 151426,1
C5 teste 10 3850 50000 17733 15140,9
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ROSA, F.C.S. In vitro effectiveness of photodynamic therapy with low
potency AsGaAl laser in the elimination of microorganisms and
neutralization of endotoxins in root canals. [doctorate thesis]. Sdo José
dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP — Séao
Paulo State University; 2008.

ABSTRACT

The use of laser radiation as an intra canal disinfection method against microorganisms
recalcitrant to conventional therapy and endotoxins, that represents one of the main
etiologic agents involved in the pathogenesis of the periapical lesions, has been studied
nowadays. This way, the aim of this study was to evaluate in vitro the effectiveness of
antimicrobial photodynamic therapy (PDT) using ArGaAl low potency laser with azulene
in the elimination of intracanal monospecie or multispecies biofilms formed by Candida
albicans ATCC 18804, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, and also in the neutralization of endotoxins in root canals. Also, to analyze the
effectiveness of 2% chlorexidine gel associated to polimixin B as intra canal medication
for the disinfection of root canal system. Eighty human dental roots standardized in 16
mm and properly prepared will be used. The specimens were contaminated and
incubated during 14, 21 or 28 days with the microorganisms individually or associated. In
the group contaminated with Escherichia coli the neutralization of endotoxin was also
verified. After 14 days, sampling of intra canal content was plated in selective culture
medium for each specie. Teeth were instrumented (Kerr #35-80) and, then, the
association of 25% azulene and Endo-PTC was inserted in the root canal interior and the
specimens will be irradiated with ArGaAl laser for 3 minutes. Two sampling from the root
canal content was performed, one immediately after the instrumentation and
photodynamic therapy and another after 7 days. Then, root canals received as
medication, an association of polimixin B and 2% chlorexidine gel for 14 days. In the
groups inoculated with Escherichia coli the neutralization of endotoxin was evaluated by
chromogenic cinetic test. Control groups that were instrumented but were not treated with
PDT were included in the study. Paired data from the same sampling unit, obtained in the
microbiological and endotoxina neutralization analyzes were submitted to Wilcoxon’s test
(5) and non-paired data to Mann-Whitney test (5%). It was concluded that instrumentation
associated to antimicrobial photodynamic therapy was effective against E. faecalis and E.
coli as monospecies intracanal biofilm, however showed no effect against the other tested
microorganisms and in the neutralization of endotoxins. Also, the use of 2% chlorexidine
gel and polimixin B did not promote the neutralization of endotoxin of Escherichia coli in
mono and multispecies intracanal biofilms, but was effective against the microorganisms
studied.

KEYWORDS: Photodynamic Therapy; Endodontics; laser; disinfection
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