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Resumo

Introducao: A desinfeccao dos canais radiculares é fundamental
para o sucesso do tratamento endodontico. Objetivo: Avaliar a
eficacia antibacteriana da terapia fotodinamica utilizando diferentes
protocolos em canais radiculares infectados com Enterococcus
Jaecalis. Material e métodos: Utilizaram-se 32 dentes humanos.
Os canais foram contaminados com E. faecalis por 72 horas.
Apo6s esse periodo, eles foram preenchidos com uma solucao de
azul de metileno a 25 ug/mL até a sua embocadura, ativados com
laser diodo de baixa poténcia e entdo divididos em quatro grupos
experimentais (n = 8) de acordo com o protocolo de uso do laser:
grupo I) ativado por 3 minutos em um comprimento de onda de 660
nm com 40 mW de poténcia total; grupo II) ativado por 5 minutos
em um comprimento de onda de 660 nm com 40 mW de poténcia
total; grupo III) 3 minutos em um comprimento de onda de 780
nm com 40 mW de poténcia total; grupo IV) 5 minutos em um
comprimento de onda de 780 nm com 40 mW de poténcia total. As
amostras bacteriolégicas foram coletadas antes (Al) e depois (A2)
do procedimento especifico de cada grupo. O nimero de unidades
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formadoras de coldnias foi contado. Resultados: Foi observada
reducao significativa no nimero de unidades formadoras de colénia.
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos, € o
protocolo do grupo II foi o que obteve maior diminuicao do nimero
de células viaveis ap6és o uso da terapia fotodinamica. Conclusao:
Viu-se, com a metodologia empregada, que a terapia fotodinamica
leva a reducao da contaminacao intracanal, mas nao foi capaz de
erradicar completamente as bactérias contaminantes.

Abstract

Introduction: Root canal disinfection is critical for successful
endodontic treatment. Objective: To evaluate the antibacterial efficacy
of photodynamic therapy using different protocols in root canals
infected with Enterococcus faecalis. Material and methods: Thirty-
two human teeth were used. The canals were contaminated with E.
Jaecalis for 72 hours. After this period, the root canals were filled
with a 25-ug/mL methylene blue solution and activated with a low
power diode laser and then divided into four experimental groups
(n = 8) according to the protocol of the use of the laser: group I)
activated for 3 minutes at a wavelength of 660 nm with 40 mW total
power; group II) activated for 5 minutes at a wavelength of 660 nm
with 40 mW total power; group III) 3 minutes at a wavelength of
780 nm at 40 mW total power; group IV) 5 minutes at a wavelength
of 780 nm with 40 mW total power. Bacteriological samples were
collected before (Al) and after (A2) the specific procedure of each
group. The number of colonies forming units was counted. Results:
A significant reduction in the number of colonies forming units was
observed. There was a statistically significant difference between the
groups, and the protocol of group II obtained the greatest reduction
in the number of viable cells after the use of photodynamic therapy.
Conclusion: It was seen, with the methodology employed, that the
use of photodynamic therapy leads to the reduction of intracanal
contamination, but it was not able to completely eradicate the
contaminating bacteria.

Introducao

radiculares vém sendo desenvolvidos, entre os quais
o uso do laser de baixa poténcia [7, 9, 10, 19].

O sucesso do tratamento endodoéntico esta 5

diretamente relacionado com a descontaminacao do
sistema de canais radiculares, que € conseguida,
sobretudo, durante o seu preparo. A anatomia
complexa do sistema de canais radiculares, com
a presenca de istmos e canais acessorios, além de
contaminacgao no interior dos tubulos dentinarios
e do preparo inadequado, é o principal fator
que permite a sobrevivéncia dos microrganismos
mesmo apos o preparo quimico-mecanico do canal
radicular.

As técnicas atuais para a desinfeccao do sistema
de canais radiculares incluem a instrumentacao, a
irrigacao com agentes antimicrobianos e a medicagao
intracanal, no entanto novos procedimentos para
aprimorar a desinfeccao do sistema de canais

A terapia fotodinamica (TFD) é um método
adjunto para a inativacao de bactérias [20] que
envolve trés componentes: luz, fotossensibilizador
e oxigénio. Na presenca de oxigénio, ocorre uma
reacao entre a luz e o fotossensibilizador. Este
atua na membrana citoplasmatica de bactérias
gram-positivas e na parede celular de bactérias
gram-negativas [13]. A reacao entre a luz e o
fotossensibilizador gera espécies reativas de oxigénio
e causa dano oxidativo as respectivas células [21].
A TFD tem a vantagem de atingir especificamente
os microrganismos sem afetar o hospedeiro [20].

Muitos estudos relatam que a TFD reduziu de
maneira efetiva a contagem de Enterococcus faecalis
em canais radiculares infectados em comparacao
com os protocolos tradicionais de instrumentacao
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endodontica/irrigacao [1, 8, 14, 16, 21, 22], no
entanto resultados controversos também foram
apontados [12, 15, 18].

A divergéncia nos resultados encontrados
na literatura quanto a efetividade da TFD na
descontaminacao dos canais radiculares pode ser
em razao das diferengas no protocolo utilizado,
uma vez que nao existe um padrao dos parametros
(comprimento de onda, poténcia, tipo de luz,
fotossensibilizador e tempo de aplicacao do laser)
entre os estudos. Com isso, justifica-se a pesquisa
variando alguns desses parametros para propor um
protocolo de uso da TFD na endodontia a fim de
auxiliar na descontaminacao dos canais radiculares.

O objetivo do presente estudo in vitro foi avaliar a
eficacia antibacteriana da TFD utilizando diferentes
protocolos do laser diodo com o azul de metileno
em canais radiculares infectados com E. faecalis.

Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
Institucional (parecer n.° 2.077.488).

Selecdo e preparo dos dentes

Para este estudo, utilizaram-se 32 dentes
humanos unirradiculares e com canal tnico. Eles
foram radiografados no sentido proximal para
confirmar a presenca de um unico canal. Os
dentes selecionados nao deveriam apresentar sinal
de reabsorcao interna nem externa, e a paténcia
foraminal foi verificada com uma lima tipo K
#10 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). As
coroas foram removidas, € as raizes, padronizadas
em 14 mm. Determinou-se o comprimento de
trabalho em 13 mm. Os canais radiculares foram
instrumentados usando instrumentos WaveOne
Gold Medium (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica)
acoplados ao motor elétrico X-Smart Plus (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Suica) seguindo as instrucoes
do fabricante.

Durante o preparo, os dentes foram irrigados
com 2 mL de hipoclorito de s6dio 2,5% a cada
avanco de 3 mm do instrumento no interior do canal
radicular. Apés a conclusao da instrumentacao,
os canais foram irrigados com 5 mL de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 17% seguido
de 5 mL de solugao salina 0,9%. O forame apical
foi entao selado com iondémero de vidro (GC Co.,
Téquio, Japao), a fim de prevenir o extravasamento
da cultura bacteriana durante a contaminacao dos
espécimes. Os dentes foram autoclavados a 121°C
por 15 minutos.

Inoculacao bacteriana dos canais radiculares

O microrganismo E. faecalis (American Type
Culture Collection 29212) foi cultivado em 5 mL
de caldo de infusao coracao-coracao (BHI) (33 g /
1 L, Merck, Darmstadt, Alemanha) e incubado a
37°C por 24 horas. Suspensoes dos microrganismos
crescidos foram ajustados a turbidade equivalente
a 0,5 da escala de McFarland (3 X 108 células/mL).

Em seguida, uma quantidade suficiente de
suspensao microbiana foi utilizada para preencher
os canais radiculares. Depois, os espécimes foram
entao incubados a 37°C por 72 horas, e, a cada
24 horas, a suspensao microbiana (BHI contendo
E. faecalis) foi aspirada do canal e substituida
por meio BHI estéril fresco sob condicoes estéreis.

Procedimentos experimentais

Apbs o periodo de contaminacao, a suspensao
microbiana foi aspirada e os canais preenchidos
com solugao de azul de metileno a 25 ug/mL até a
sua embocadura utilizando-se uma seringa plastica
de 5 mL com a ponta NaviTip estéril acoplada.
Foram aguardados 3 minutos e entao se utilizou a
luz vermelha do Twin laser (MMOptics, Sao Paulo,
SP, Brasil), um laser diodo de baixa poténcia. A
fibra 6ptica (MMOptics, Sao Paulo, SP, Brasil) foi
inserida no interior do canal radicular até alcancar
o comprimento de tTrabalho (CT), sendo realizados
entdo movimentos espiralados da porcao apical
para a cervical, a fim de assegurar uma difusao
uniforme de luz dentro do canal [10].

Os espécimes foram divididos em quatro grupos
experimentais (n = 8) de acordo com o protocolo
de utilizacao do laser:

* Grupo I: 3 minutos em um comprimento de
onda de 660 nm com 40 mW de poténcia total;
* Grupo II: 5 minutos em um comprimento de
onda de 660 nm com 40 mW de poténcia total;
* Grupo III: 3 minutos em um comprimento de
onda de 780 nm com 40 mW de poténcia total;
*  Grupo IV: 5 minutos em um comprimento de
onda de 780 nm com 40 mW de poténcia total.

Coleta das amostras bacteriolégicas

As amostras bacteriolégicas foram coletadas
em dois tempos, antes (Al) e depois (A2) do
procedimento especifico de cada grupo. Os canais
foram preenchidos com solucao salina estéril a 0,9%,
e cada amostra foi coletada com o consecutivo uso
de dois cones de papel absorvente estéreis #25
(Endopoints, Manacapuru, AM, Brasil), introduzidos
até o CT, mantidos ali por 60 segundos e entao
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transferidos para um tubo estéril contendo 4,5
mL de solucao de BHI e agitado em vortex por 20
segundos. As amostras Al foram diluidas até 103,
e as amostras A2, até 10"

Finalmente, 100 puL de cada diluigao foram
espalhados em placas de agar de sangue (30 g/1 L
de 4gua destilada em 50 mL de sangue de ovelha)
e incubados a 37°C por 24 horas. O numero de
unidades formadoras de colonias foi contado e
transformado em contagens reais de acordo com
o fator de diluicao.

Resultados

Nenhum dos grupos foi capaz de promover a
completa descontaminacao dos canais radiculares.

O teste estatistico analise de variancia (Anova)
dois fatores com medidas repetidas foi utilizado para
comparacao entre os grupos (p < 0,0001), entre os
tempos, antes e depois do uso do protocolo do laser
(p < 0,0001) e entre os grupos € os tempos (p <
0,0001). Utilizou-se o teste T pareado para comparar
0 Al e o0 A2 no mesmo grupo. Os resultados estao
expressos na Tabela I.

Tabela | - Média e desvio padrdo (DP) de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) entre os diferentes protocolos

de descontaminacdo do canal radicular®

Al A2 Percentual de reducao

Grupo . . do numero de células
Média DP Média DP vidveis
I 1,22 x 10°2¢ 5,12 x 10* 2,82 x 103»BC 3,09 x 10° 97,70*#
I 2,98 x 10%24 5,00 x 10* 2,62 x 10**A 5,34 x 103 99,12%
III 1,11 x 105a¢ 9,51 x 10* 1,58 x 10%*¢ 9,39 x 10?2 98,57*
v 2,94 x 1028 3,38 x 105 8,58 x 10°*® 1,28 x 10* 97,08*

sLetras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). Letras mindsculas indicam as comparacdes no
mesmo grupo entre a analise inicial (A1) e a andlise final (A2), e letras mailsculas, as comparacdes entre 0s grupos na mesma
analise. Simbolos diferentes apontam a diferenca estatisticamente significante entre os grupos na reducdo do niimero de células

bacterianas viaveis

Discussao

O sucesso do tratamento endoddntico depende
da eliminacido de microrganismos do sistema de
canais radiculares. Esse objetivo pode ser alcancado
com a instrumentacao dos canais radiculares
associada com o uso de solucoes irrigadoras,
medicacao intracanal e outras terapias coadjuvantes,
como a TFD.

Neste estudo in vitro, apés o preparo, os canais
radiculares foram preenchidos com suspensao de
E. faecalis e incubados a 37°C por 72 horas. O E.
Jaecalis foi utilizado para contaminacgao dos canais
radiculares, pois esse microrganismo apresenta
resisténcia a procedimentos e medicamentos
intracanais e ja foi empregado em diversos estudos
que avaliaram a eficacia da TFD [1, 3, 4, 6, 8, 9,
11, 17, 18, 22, 25].

Na literatura sao encontrados tempos de
contaminacao dos canais radiculares que variam de
48 horas a 60 dias [3, 8, 9, 11], mas ha evidéncias
de que a partir de 48 horas de contaminacao ja se
tem penetracao do microrganismo no interior dos
tabulos dentinarios [9]. Assim como em Tennert

et al. [\Na literatura, encontra-se a utilizacao de
varias concentracoes do fotossensibilizador azul de
metileno, variando de 6,25 a 25 ug/mL [11, 22, 23].
Nesta pesquisa, o fotossensibilizador foi utilizado na
concentracao de 25 pug/mL para os quatro grupos,
objetivando padronizar o experimento € nao ser
esta uma variavel do estudo.

A fonte de radiacao empregada aqui foi o Twin
laser (MMOptics, Sao Paulo, SP, Brasil), um laser
diodo de baixa poténcia que emite luz em dois
intervalos espectrais: o visivel, com 660 nm, e
o infravermelho, com 780 nm de comprimento
de onda. Neste estudo os dois comprimentos de
onda foram avaliados com dois diferentes tempos
de aplicacao.

Avaliaram-se quatro diferentes protocolos de
uso do laser de diodo para a descontaminacao de
canais radiculares contaminados com E. faecalis.
Foram utilizados dois comprimentos de onda, 660 e
780 nm, e dois tempos de aplicagcao, 3 e 5 minutos.
Os resultados mostraram que houve diferenca
entre os protocolos. Houve reducao significativa do
numero de bactérias entre a coleta inicial e ap6s a
utilizacao do laser. Esses resultados corroboram
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com os estudos encontrados na literatura [1, 3,
4, 7, 9, 10, 22, 25]. O protocolo que teve maior
reducao do namero de células bacterianas viaveis
foi o do grupo II, 660 nm, por 5 min.

Assim como em outros estudos, a fibra 6ptica
foi utilizada acoplada ao bico da caneta do laser,
para que a luz irradiasse no interior do canal
radicular chegando préximo ao comprimento de
trabalho [7, 10, 23], seguindo o protocolo de Garcez
et al. [10], assegurando uma difusao uniforme de
luz dentro do canal radicular.

Os resultados do presente estudo comprovam a
efetividade da TFD na descontaminacao dos canais
radiculares infectados com E. faecalis, entretanto
estudos futuros devem investigar o uso clinico
do protocolo proposto, sendo a TFD uma terapia
auxiliar na descontaminacao dos canais radiculares.

Conclusao

Pode-se concluir, com a metodologia empregada,
que o uso da TFD leva a reducao da contaminacao
intracanal, mas nao foi capaz de erradicar
completamente as bactérias contaminantes.
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