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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

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

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



1 INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

indice de sucesso da terapia endododntica.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

microbiana direta sobre as bactérias na luz do canal.

Sendo assim, pelo presente estudo verificou-se que:

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

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