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RESUMO

Acao antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis da terapia fotodinimica empregando

a combinacio do aparelho fotopolimerizador a LED e curcumina

Este trabalho avaliou a a¢do antimicrobiana da terapia fotodindmica (TFD) realizada pela
combinacao do aparelho fotopolimerizador (LED 430-480nm) e curcumina 20uM, além de sua
associagdo com Gel Carbopol 2%. Fotos padronizadas, na auséncia e presenca do gel Carbopol
no interior do conduto, previamente preparado, foram analisadas no software OriginLab para
verificar a manutengdo da intensidade de luz ao longo do canal. Na analise antimicrobiana,
uma linhagem de ATCC 4083 do Enterococcus faecalis foi utilizada para formacao de biofilme
sobre a superficie de discos de dentina (4mm de diametro) e para contaminacdo intratubular
de segmentos radiculares (15mm), ambos obtidos de raizes bovinas. A agdo sobre o biofilme
foi avaliada de acordo com os grupos (n=20): [BST]: sem tratamento (controle); [BC]:
Curcumina; [BL]: LED; [BCL]: Curcumina + LED e [BAL]: Azul de metileno 0.05% +
LASER (660nm). A agdo intratubular foi avaliada nos grupos (n=8): [IST]: sem tratamento
(controle); [ICL]: Curcumina + LED; [ICGL]: Curcumina + Gel Carbopol + LED e [IAL]:
Azul de metileno 0.05% + LASER (660nm). Discos e segmentos foram analisados em
Microscopio Confocal de Varredura a LASER para detectar a porcentagem de bactérias
viaveis. Os dados obtidos, que apresentaram distribuicio normal, foram analisados
estatisticamente pelo teste ANOVA, a 1 critério, e para distribui¢do ndo normal, Kruskall-
Wallis. Os resultados mostraram que a presenga do gel Carbopol no conduto ndo contribuiu na
manutenc¢do da intensidade da luz LED. Sobre o biofilme, os grupos BAL e BCL apresentaram
maior redugdo microbiana, sem diferenca entre eles, enquanto que, na agao intratubular, o IAL
apresentou a melhor acdo antimicrobiana, com diferenga estatistica com os demais. Concluiu-
se que a TFD realizada com o fotopolimerizador e curcumina ¢ tdo eficaz quanto a realizada
com LASER e azul de metileno. Entretanto, ¢ necessario investigar meios que permitam a sua
utilizacao no interior do conduto radicular, ja que o Gel Carbopol ndo manteve a intensidade

da luz ao longo do trajeto.

Palavras chave: Desinfec¢ao, Endodontia, Fotoquimioterapia






ABSTRACT

Antimicrobial activity of the combination of LED curing light and curcumin on
Enterococcus faecalis in photodynamic therapy

This work aimed to evaluate the antimicrobial action of photodynamic therapy (PDT) by the
combination of light curing device (LED 430-480nm) and Curcumin 20 uM, and its in
association with Carbopol Gel 2%. Standard photos in the absence and presence of Carbopol
gel inside of the root canal previously prepared, were analyzed in OriginLab software to check
the light intensity maintenance along the canal. In microbial analysis, a strain of Enterococcus
faecalis ATCC 4083 was used to make biofilm on the surface of dentin disks (4 mm in
diameter), and intratubular contamination of root segments (15 mm), both obtained from bovine
roots. The action on the biofilm was evaluated according to groups (n = 20): [BNT]: no
treatment (control); [BC]: Curcumin; [BL]: LED; [BCL]: Curcumin + LED and [BML]:
methylene blue 0.05% + LASER (660nm). Intratubular action was evaluated in groups (n = 8):
[INT]: no treatment (control); [ICL]: Curcumin + LED; [ICGL]: Curcumin Carbopol Gel +
LED + and [IML]: methylene blue 0.05% + LASER (660nm). Disks and segments were
analyzed in LASER Scanning Confocal Microscope to detect the percentage of viable bacteria.
The data, which showed normal distribution, were statistically analyzed by ANOVA 1 WAY
test, and for no normal distribution, Kruskall-Wallis. The results showed that presence of
Carbopol gel in the root canal did not increase the maintenance of intensity of LED light. About
the biofilm, BML and BCL had higher microbial reduction, no difference between them, while
in action intratubular, IML presented the higher antimicrobial action, with statistical difference
with the other. It was concluded that the PDT realized with curing light and Curcumin is as
effective as LASER and methylene blue. However, it is necessary to investigate ways that allow
its use inside the root canal, because the Carbopol gel did not maintain the intensity of light

until apex.

Key words: Disinfection, Endodontics, Photochemotherapy
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1 INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endodontico estd intimamente relacionado a eliminacdo ou
redu¢do da quantidade de micro-organismos presentes no sistema de canais radiculares
(BYSTROEM, SUNDQVIST, 1981; VERTUCCI, 1984; SJOGREN, FIGDOR, PERSSON,
1998). Contudo, em razado da alta complexidade anatomica, apenas a realizagao do preparo bio-
mecanico dos canais ndo ¢ suficiente para atingir a condi¢do desejada, independente das
técnicas de instrumentacao utilizadas (NAIR et al, 2005; RICUCCI, SIQUEIRA, 2008). Esta
manuteng¢do de bactérias no interior do sistema de canais radiculares ja foi relacionada aos casos
de insucesso pos tratamento endoddntico (SIQUEIRA, ROCAS, 2008), sendo o Enterococcus
faecalis a principal cepa bacteriana isolada nestas situagdes (SUNDQVIST et al, 1998;
PINHEIRO et al, 2003; ROCAS, SIQUEIRA, SANTOS, 2004).

Em razao dessa dificuldade, o preparo biomecanico pode ser complementado com o uso
de diferentes medicagdes intracanal, aumentando, assim, a sua efetividade antimicrobiana
(HEITHERSAY, 1975). Porém, alguns estudos conseguiram verificar que o Enterococcus
faecalis € capaz de oferecer resisténcia a acao de certos medicamentos utilizados na endodontia,
tais como, o hidréxido de calcio (EVANS et al, 2002; NAKAJO et al, 2006; WECKWERTH
et al, 2013) e determinados antibioticos (AL-AHMAD et al, 2014; AL-BADAH et al, 2015).
Diante do crescente aumento da resisténcia bacteriana, ¢ de extrema importancia encontrar
terapias antimicrobianas alternativas, efetivas e que ndo contribuam com o surgimento de cepas
bacterianas resistentes.

A Terapia Fotodinamica (TFD), procedimento inicialmente proposto para o combate de
células tumorais, combina a¢cdo antimicrobiana de amplo espectro com a nao seleg¢do de cepas

microbianas resistentes. Seu poder bactericida deve-se a presenga do oxigénio singleto, agente
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altamente instavel e reativo, resultado da interacdo de um agente fotossensibilizador com uma
fonte de luz, na presenca de oxigénio molecular (BONSOR et al, 2006, SOUKOS et al, 2006).

O emprego da TFD na odontologia tem aumentado recentemente, assim como, sua
aplicacdo nos canais radiculares, demonstrando resultados satisfatorios na redugdo bacteriana
(FIMPLE et al, 2008), principalmente, quando combinados com o preparo biomecanico
(GARCEZ et al, 2007, ARNEIRO et al, 2014). Sao diversos os tipos de fonte de luz e agentes
fotossensibilizadores passiveis de serem utilizados na sua realizagao, entretanto, a escolha nao
deve ser aleatoria, ja que o comprimento de onda da luz empregada deve se enquadrar na banda
de absorcao do fotossensibilizador, geralmente, um corante.

O LASER (abreviagao do inglés Light Amplified by Stimulated Emission Radiation), ¢
a fonte de luz mais utilizada e estudada na TFD (SOUKOS et al, 2006). O mesmo pode ser de
baixa ou alta poténcia, sendo suas principais caracteristicas a elevada concentracdo de energia,
monocromaticidade, coeréncia e baixa divergéncia. O comprimento de onda usualmente
empregado para este procedimento compreende a faixa do vermelho visivel (630-660nm), como
os LASERs de Diodo (SOUKOS et al, 2006), em combinagdo com os agentes
fotossensibilizadores azul de o-toluidina (RIOS et al, 2011) e azul de metileno (SOUKOS et al,
2006). No entanto, o LASER ainda ¢ um equipamento de baixa acessibilidade a muitos
profissionais, uma vez que requer um alto investimento, bem como, um treinamento prévio
especifico.

Os Diodos emissores de luz, ou LEDs (do inglés Light Emitting Diode), sdo vistos
como uma fonte de luz alternativa e promissora para a TFD, uma vez que seu uso apresenta
reducdes microbianas semelhantes as obtidas com o LASER (CHUI et al, 2013). Os LEDs
utilizados podem apresentar o comprimento de onda na faixa do vermelho visivel (630-660nm)
(RIOS et al, 2011) e do azul visivel (450-500nm) (CHUI et al, 2013), sendo combinados com

os agentes fotossensibilizadores de coloracdo azul ja citados, e com os de coloragdo
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avermelhada, como a eritrosina (COSTA et al, 2011), rosa de bengala (CHUI et al, 2013) ou
curcumina (PASCHOAL et al, 2013).

A principal vantagem do LED sobre o LASER ¢ em relacao ao seu baixo custo. Além
disso, a sua utilizacdo torna-se mais favoravel se o LED a ser utilizado na TFD for um
dispositivo ja presente nos consultorios odontologicos, como o aparelho fotopolimerizador que,
nos poucos estudos realizados, demonstrou ser eficaz em reduzir a quantidade de micro-
organismos viaveis (PAULINO et al, 2005, LEE et al, 2012). Porém, ainda ndao ha o
conhecimento se o aparelho fotopolimerizador utilizado como fonte de luz ¢ capaz de atingir
resultados semelhantes aos obtidos com o LASER.

Além disso, diferente do LASER, o LED ndo apresenta luz coerente, ou seja, sofre
divergéncia ao se afastar de sua fonte. Esta caracteristica pode influenciar a eficidcia da TFD
realizada ao longo do canal radicular, pois, a densidade de poténcia presente no terco apical
serd inferior aquela do terco cervical. Dispositivos, como a fibra Optica, podem ser acoplados
ao aparelho na tentativa de contornar este obstaculo (GARCEZ et al, 2013), no entanto, pelos
principios da fisica, a luz LED continuara a perder poténcia ao longo da fibra.

Na tentativa de solucionar dificuldade semelhante, um gel, a base de hidrogel Carbopol
e emulsao lipidica, ¢ utilizado por pesquisadores no combate a cé¢lulas tumorais como acoplador
entre a fonte de luz e o tecido a ser tratado. Este gel aumenta a propagacdo de luz, fazendo com
que esta alcance toda a superficie da lesdo de modo homogéneo, intensificando os resultados
do procedimento. Por ser basicamente composto por dgua, este ¢ um material altamente
biologico para utilizagdo tdpica ou injetavel, como ¢ realizado no combate a determinados
tumores (DA SILVA, 2014).

Sendo assim, ¢ de grande valia avaliar a acdo da TFD realizada por meio do aparelho

fotopolimerizador a LED, e encontrar meios, como o Gel Carbopol, que possibilitem a
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propagacdo da luz ao longo do canal radicular sem que ocorra a queda de sua

intensidade,tornando este procedimento mais acessivel ao cirurgido dentista.



2. Au
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2 ARTIGO

O artigo presente nesta dissertacdo foi escrito de acordo com as instrugdes e orientagdes para

a submissao de artigos apresentados na Revista Dental Press Endodontics.

2.1 Artigo 1

Titulo: Acdo antimicrobiana sobre o FEnterococcus faecalis da terapia fotodinamica

empregando a combinagao do aparelho fotopolimerizador a LED e curcumina

Resumo

Introducio: Este trabalho teve o objetivo de avaliar a acdo antimicrobiana da terapia
fotodindmica (TFD) realizada pela combinacdo do aparelho fotopolimerizador (LED 430-
480nm) e curcumina 20uM, além de sua associacdo com Gel Carbopol 2%.

Métodos: Fotos padronizadas, na auséncia e presenca do gel Carbopol no interior do conduto,
previamente preparado, foram analisadas no software OriginLab para verificar a manutengao
da intensidade de luz ao longo do canal. Na andlise antimicrobiana, uma linhagem de ATCC
4083 do Enterococcus faecalis foi utilizada para formagao de biofilme sobre a superficie de
discos de dentina (4mm de diametro), e para contaminagdo intratubular de segmentos
radiculares (15mm), ambos obtidos de raizes bovinas. A a¢do sobre o biofilme foi avaliada de
acordo com os grupos (n=20): [BST]: sem tratamento (controle); [BC]: Curcumina; [BL]:
LED; [BCL]: Curcumina + LED e [BAL]: Azul de metileno 0.05% + LASER (660nm). A acao
intratubular foi avaliada nos grupos (n=8): [IST]: sem tratamento (controle); [ICL]: Curcumina
+ LED; [ICGL]: Curcumina + Gel Carbopol + LED e [IAL]: Azul de metileno 0.05% + LASER
(660nm). Discos e segmentos foram analisados em Microscopio Confocal de Varredura a
LASER para detectar a porcentagem de bactérias viaveis. Os dados obtidos, que apresentaram
distribui¢do normal, foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA, a 1 critério, e para
distribuicao nao normal, Kruskall-Wallis.

Resultados: A presenga do gel Carbopol no conduto ndo contribuiu na manutengao da

intensidade da luz LED. Sobre o biofilme, os grupos BAL e BCL apresentaram maior redugdo
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microbiana, sem diferenca entre eles, enquanto que na agdo intratubular, o IAL apresentou a
melhor acdo antimicrobiana, com diferenga estatistica com os demais.

Conclusao: Concluiu-se que a TFD realizada com o fotopolimerizador e curcumina ¢ tao
eficaz quanto a realizada com LASER e azul de metileno. Entretanto, ¢ necessario investigar
meios que permitam a sua utilizagdo no interior do conduto radicular, ja que o Gel Carbopol

ndo manteve a intensidade da luz ao longo do trajeto.

Palavras chaves: Desinfec¢ao, Endodontia, Fotoquimioterapia.

Introducio

Uma das chaves para obteng@o do sucesso nos tratamentos endodonticos ¢ a reducgao
ou eliminagio de microorganismos presentes no sistema de canais radiculares'. Porém, devido
a sua alta complexidade anatomica, esta condi¢ao, muitas vezes, nao ¢ alcancada, independente
das técnicas de instrumentacio utilizadas®*. Alguns autores relacionaram esta permanéncia de
micro-organismos aos casos de insucesso em endodontia®, principalmente na presenca do
Enterococcus faecalis, bactéria mais freqiientemente isolada nestas situagdes®®.

Frente a essa dificuldade, novas abordagens para a anti-sepsia dos canais tém sido

testadas para auxiliar o preparo bio-mecanico’!!.

Dentre elas destaca-se a Terapia
Fotodinamica (TFD), que associa resultados antimicrobianos satisfatorios a uma rapida acao,
no necessitando de longos periodos, em comparagio as medicagdes intracanais'>!®. Seu efeito
antibacteriano da-se pela combinacdo de uma fonte de luz e um fotossensibilizador nao téxico,
no qual este, ao ser ativado pela luz, reage com o oxigénio molecular presente no meio,
formando o oxigénio singleto, agente altamente reativo e considerado o principal responséavel
pela morte bacteriana'®,

As fontes de luz utilizadas na terapia fotodinamica podem ser o LASER de baixa
poténcia ou os Diodos Emissores de Luz (LED), em diferentes comprimentos de onda'>. O
LASER apresenta eclevada concentracdo de energia, baixa divergéncia, coeréncia e
monocromaticidade'* e consiste na principal fonte de luz utilizada na TFD. Junto aos
fotossensibilizadores de coloragdo azul, como o azul de o-toluidina e azul de metileno, o
LASER mais empregado ¢ o de diodo (630 - 660nm)'!' que, com auxilio de uma fibra dptica, é
capaz de irradiar toda a extensao do conduto radicular, alcangando alta eficacia antimicrobiana,

mesmo quando aplicado isoladamente do preparo bio-mecanico' !,
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Os LEDs podem ser utilizados dentro da faixa do vermelho visivel (628 - 640nm),
associando-os aos fotossensibilizadores de coloragdo azul ja citados!®, ou na faixa do azul
visivel (450 - 495nm) sendo, entdo, associados aos fotossensibilizadores de coloracao
avermelhada, como a eritrosina'’, rosa de bengala'® e curcumina!®. Estes sdo comercialmente
mais interessantes, pois, além de apresentarem custo reduzido em comparacao ao LASER, os
LEDs azuis estdo, frequentemente, presentes nos consultorios odontoldgicos, como os

D20, 21

aparelhos fotopolimerizadores a LE . Trabalhos in vitro com suspensao bacteriana, que

utilizaram o LED azul como fonte de luz, em combinacdo aos corantes rosa de bengala e

curcumina, demonstraram redugio significante no nimero de bactérias viaveis!”- 1°-2?

, porém,
ainda ndo ¢ possivel afirmar se a TFD realizada com fotopolimerizadores ¢ tdo eficaz quanto
aquela realizada com LASERs.

Além disso, a luz LED apresenta maior divergéncia ao se afastar de sua fonte,
provocando a queda na densidade de poténcia da superficie irradiada a uma determinada
distancia. Esta caracteristica prejudica a sua utilizagdo em regides profundas, como os canais
radiculares. Em TFD de células tumorais, dificuldade semelhante foi solucionada com a
utilizacdo de um gel acoplador entre a fonte de luz e o tecido a ser tratado, aumentando a
propagac¢ao da luz sobre a superficie e elevando, assim, a efic4cia do tratamento. Neste caso, a
base do gel foi o Hidrogel Carbopol, material amplamente utilizado para a suspensdo e
emulsificacdo de diversos produtos e que, por possuir alto teor de 4gua em sua composicao,
ndo apresenta danos aos tecidos biologicos, sendo considerado um material seguro para
aplicagio topica?.

Assim, seria interessante avaliar a eficacia do aparelho fotopolimerizador como fonte
de luz, junto a curcumina em TFD de canais radiculares, além de investigar se o uso do Gel
Carbopol seria capaz de melhorar a propagagao da luz ao longo do conduto, mantendo sua
eficacia e tornando este procedimento mais acessivel aos cirurgides dentistas.

Hipdtese nula deste trabalho foi que o uso combinado do aparelho fotopolimerizador a
LED azul e curcumina apresenta eficacia antimicrobiana semelhante a obtida pelo uso

combinado do LASER vermelho e azul de metileno.
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Materiais e Métodos

Propagacdo da Luz LED (450-470nm) por meio do Gel Carbopol 2% ao longo do Canal
Radicular

Delineamento Experimental

Esta etapa apresentou um fator de variagdo (Preenchimento do conduto) dividido em
dois niveis: Presenca [G] e Auséncia [SG] do Gel Carbopol 2% (Pharmécia Specifica, Bauru -
Sao Paulo, Brasil). A variavel de resposta foi a intensidade e decaimento da luz propagada no
interior canal radicular ao longo de sua extensdo, calculada por meio do programa OriginLab

(OriginLab Corporation, Northampton-MA, USA).

Selecdo e Preparo das Amostras

Oito segmentos de raizes com 15mm de comprimento, obtidas de incisivos bovinos
onde as coroas foram removidas, tiveram seus canais radiculares preparados, sendo
instrumentados até a lima K #120. Para a irradiagao do conduto, foi utilizado um colimador de
aluminio, abertura de 1,5mm de didmetro, fixado na extremidade da ponteira do aparelho
fotopolimerizador (Optilight Color, Gnatus Equipamentos Médico-Odontoldgicos, Ribeirdo

Preto - SP, Brasil) e posicionado na abertura e centro do conduto radicular. (Figura 01)

Grupos Experimentais

[G] - Gel Carbopol: Por meio de uma capilary tip acoplada a uma seringa plastica, o
gel foi inserido no canal radicular, iniciando-se a inser¢do pelo terco apical, até o completo
preenchimento do canal, e entdo realizada a irradiagao;

[SG] - Sem Gel Carbopol: Irradiagdo do conduto radicular vazio.

Durante a irradiacdo, foram realizadas fotografias com a cdmera Nikon D3100, nos
parametros 1/200 segundos Abertura:F25 ISO:200, em ambiente totalmente escuro. Por meio
do Software OriginLab, os pixels destas imagens foram convertidos em milimetros e, entdo,
geradas imagens e graficos, representando a distribuicao da luz ao longo do conduto, nos ter¢o

cervical, médio e apical, indicando as diferentes intensidades e o decaimento da mesma.
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Avaliagdo da agdo antimicrobiana dos diferentes tratamentos realizados sobre Enterococcus

faecalis

Delineamento Experimental

Esta fase experimental foi dividida em duas etapas:

- Agao sobre o Biofilme, que apresentou um fator de variagao (Tratamento), dividido
em cinco niveis: [BST] Sem Tratamento, [BC] Curcumina 20uM (Pharméacia Specifica, Bauru
- Sdo Paulo), [BL] LED (450-470nm, poténcia: 1200mW/cm? £ 200mW/cm?) (Optilight Color,
Gnatus Equipamentos Médico-Odontoldgicos, Ribeirdo Preto - SP, Brasil), [BCL] Curcumina
20uM + LED (450-495nm) e [BAL] Azul de Metileno 0.05% (Chimiolux 5, DMC Importacao
e Exportagdo de Equipamentos LTDA. Sao Carlos/SP - Brasil) + LASER (660nm) (MMOptics
LTDA, Sao Carlos - SP, Brasil).

- Acdo Intratubular, que apresentou um fator de variacao (Tratamento), dividido em
quatro niveis: [IST] Sem Tratamento, [ICL] Curcumina 20uM + LED, [ICGL] Curcumina
20uM + Gel Carbopol 2% + LED (450-495nm) e [IAL] Azul de Metileno 0.05% + LASER
(660nm).

Para ambos os testes, foi utilizada a linhagem ATCC 4083 de Enterococcus faecalis,
onde a variavel de resposta foi a viabilidade bacteriana presente apds a execucao dos
tratamentos, avaliada por meio de Microscopia Confocal de Varredura a LASER (MCVL),
(Leica TCS-SPE, Leica Microsystems GmbH, Mannheim, Alemanha). O escaneamento foi
realizado com a objetiva de 40x, a cada 1um de profundidade até o limite de 14 um, em alta
resolucao (1024 X 1024 pixels), e as imagens foram processadas nos softwares Leica LAS AF
Lite para fragmentacdo das camadas, e no software Biolmagel. TM v21 para obtencdo da

porcentagem de bactérias viaveis e valor do biovolume.

Selecdo e Preparo das Amostras

Para a formacao de Biofilme, foram utilizados 25 discos de dentina, retirados de raizes
de incisivos bovinos, sendo suas superficies planificadas e polidas com lixas d’ dgua de
granulacdes 300, 600 e 900. Previamente a estereliza¢ao dos espécimes em autoclave a 120°C,
eles foram limpos em cuba ultrassonica, imersos em hipoclorito de sodio (NaOCl) a 1%

(Rioquimica Industria Farmacéutica, Sdo José do Rio Preto - SP, Brasil), Acido Etilenodiamino
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Tetracético (EDTA) a 17% (Biodinamica Quimica e Farmacéutica, Ibipora - PR, Brasil) a 17%
e soro fisiologico, durante 15 minutos em cada irrigante. No interior da camara de Fluxo
Laminar, os discos foram posicionados em placa de 24 pogos e, entdo, inoculados por 900ul
de suspensdo bacteriana pura (1,4x10° CFU/mL) e 100pl de meio de cultura Brain Heart
Infusion (BHI, Difco, Kansas City, MO, USA). A cada intervalo de 48 horas, a suspensao era
substituida por 1ml de meio BHI até completar o total de 21 dias; periodo em que a placa era
mantida fechada em estufa, a 37°C. Em seguida, os espécimes foram divididos entre os grupos

experimentais para realizacao dos tratamentos.

Para a contaminagdo intratubular, foram utilizados 32 segmentos de raizes de dentes
bovinos, apresentando 15mm de comprimento, obtidos por meio da remogao das coroas € 0s
Smm apicais, € seus canais instrumentados até lima K#120. Previamente a esterelizacdo dos
espécimes em autoclave a 120°C, os mesmos foram limpos em cuba ultrassonica, imersos em
NaOCl a 1%, EDTA a 17% e soro fisiologico, durante 15 minutos em cada irrigante. No
interior da camara de fluxo laminar, foi realizada a contaminagdo intratubular dos espécimes,
totalizando 7 dias de experimento que inclui diferentes ciclos de centrifugacgdes, seguindo a
metodologia proposta por Andrade et al, em 2015 ** e, em seguida, divididos em numeros

iguais entre os diferentes grupos experimentais.

Grupos Experimentais para o Tratamento do Biofilme:

[BST]: Sem tratamento (Controle);

[BC]: Aplicagdo de 20ul de Curcumina sobre o biofilme, durante 5 minutos;

[BL]: Irradiagdo de luz LED a distancia de 2mm, durante 5 minutos;

[BCL]: Aplicagdo de 20ul Curcumina sobre o biofilme, durante 5 minutos, seguida da
irradiacao de luz LED a distancia de 2mm, durante 5 minutos;

[BAL]: Aplicagdo da solugdo de Azul de Metileno a 0.05% durante 2 minutos, seguida
da irradiagdo de luz LASER durante 4 minutos;

Ap6s os tratamentos, a superficie do disco foi corada durante 15 minutos com
LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), para

possibilitar a analise em MCVL.
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Grupos Experimentais para o Tratamento dos Canais Radiculares com Contaminacdo

Intratubular:

[IST]: Sem tratamento (Controle);

[ICL]: Preenchimento do canal radicular com solucao de Curcumina e, apds 5 minutos,
irradiag¢do de luz LED na embocadura do conduto, durante 5 minutos;

[ICGL]: Preenchimento do canal radicular com solu¢gdo de Curcumina e, apdés 5
minutos, preenchimento do canal com Gel Carbopol, seguido da irradiacdo de luz LED na
embocadura do conduto, durante 5 minutos;

[IAL]: Preenchimento do canal radicular com solu¢dao de Azul de Metileno e, apds 2
minutos, irradia¢do de luz LASER no interior do conduto, com auxilio de fibra dptica, durante
4 minutos;

ApOs os tratamentos, os espécimes foram seccionados longitudinalmente em maquina
de corte de precisao (Isomet 1000, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, USA), e a superficie exposta,
corada com LIVE/DEAD® durante 15 minutos. Cada espécime teve sua superficie escaneada
em 4 diferentes areas ao longo do conduto radicular: Cervical superficial, cervical profunda,

médio superficial e médio profunda, considerando as paredes proximais (Figura 2).

Anadlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste D’ Agostino & Pearson para verificar se os
mesmos apresentavam distribui¢do normal. Os que apresentaram distribuicdo normal foram
analisados pelo Teste ANOVA 1 critério, seguido do Teste Tukey (p<0,05), e quando nao
normal, pelo Teste de Kruskal Wallis, seguido de Dunn (p<0,05).

Resultados

Analise da propagac¢ao da Luz LED no interior do Canal Radicular

O grupo [G] apresentou distribuicdo e manuten¢do da intensidade da luz ao longo do
conduto, de modo semelhante e sem diferenga estatistica, com o grupo [SG]. Houve diferenga
estatistica na comparagdo entre os ter¢os onde, ambos os grupos, demonstraram nitido

decaimento da luz LED do ter¢o cervical para o apical. (Tabela 1).
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Analise da porcentagem de bactérias viaveis e quantidade de biovolume apds os
tratamentos realizados sobre o biofilme de Enterococcus faecalis

Todos os grupos experimentais testados apresentaram reducdo significativa da
quantidade de bactérias vidveis, em relacdo ao controle, sendo esta reducao significantemente
maior nos grupos BAL e BCL, sem diferenga estatistica entre os mesmos (Figura 3, Tabela 2

¢ Tabela 3).

Analise da porcentagem de bactérias viaveis no interior dos tubulos dentinarios apoés
execucao dos tratamentos avaliados

Em relagdo a porcentagem de bactérias viaveis, todos os grupos apresentaram reducao
significativa em comparacao ao grupo controle. O grupo IAL apresentou a maior redugao
microbiana com diferenca estatistica entre os demais, seguido dos grupos ICL e ICGL, sem
diferenga estatistica entre eles. Quanto a comparacdo intragrupos, relacionada as diferentes
areas avaliadas ao longo do conduto, houve diferenga somente dentro do grupo controle, onde
a area superficial do tergo cervical apresentou um nimero menor de bactérias viaveis (Figura

4 ¢ Tabela 4).

Analise da propagacio da Luz LED no interior do Canal Radicular

Ao comparar os grupos, sem e com gel Carbopol 2%, na propagagdo da luz LED ao
longo do canal radicular, os dados obtidos por meio do software OriginLab demonstraram que

nao houve diferenca significativa entre eles (Figura 4 e Tabela 4).

Discussao

A hipoétese nula deste trabalho foi aceita somente na a¢ao em biofilme, sendo

rejeitada para aclo intratubular.

A acdo antimicrobiana foi avaliada sobre o Enterococcus faecalis, bactéria
frequentemente relacionada a diversos casos de insucesso endoddntico. Por sua vez, para se

aproximar das condig¢des clinicas endodonticas, este trabalho utilizou a linhagem ATCC 4083,
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proveniente do canal radicular, ao invés da ATCC 29212, linhagem que provém do trato
urinario e, usualmente, utilizada em trabalhos. Porém, ainda sdo poucos os trabalhos que a
utilizam, fazendo com que ndo seja possivel, ainda, realizar uma comparacao dos efeitos da
Terapia Fotodinamica em ambas as linhagens.

Em relacdo a fonte de luz utilizada na TFD, ¢é crescente o nimero de trabalhos em
que empregam-se o LED!% 22, como por exemplo o FotoSan?°. Entretanto, estes equipamentos
sao de usos especificos e que somam um gasto adicional a ser realizado pelo profissional. Neste
trabalho, foi utilizado o LED azul (450-470nm) do aparelho fotopolimerizador Gnatus que,
além de ser uma fonte de luz adequada, ¢ um aparelho de presenga constante nos consultérios
odontoldgicos, ndo havendo a necessidade do cirurgido dentista adquirir novos equipamentos
de uso especifico.

Junto a ele, o corante Curcumina a 20uM foi utilizado como agente
fotossensibilizador. Esta substancia, derivada da Curcuma longa, ou agafrdo, exibe, em uso
isolado, nenhum ou muito pouco efeito antimicrobiano, como ja demonstrado em alguns
trabalhos 2% 2°, Contudo, é de facil obtengdio e apresenta baixo custo. Na TFD, ela pode ser
utilizada em combinacdo com a luz azul, ja que apresenta faixa de absor¢do entre 300-500nm,
sendo seu pico maximo em 430nm.

Trabalhos anteriores que também utilizaram o fotopolimerizador como fonte de luz

9 rosa de bengala!® e eritrosina'’,

em combinagdo com corantes como: curcumina
demonstraram redugdes microbianas significativas. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por este trabalho sobre o biofilme, onde o uso combinado do fotopolimerizador com
curcumina demonstrou alta capacidade em reduzir o nimero de bactérias viaveis, equivalente
ao obtido com a combinacdo usual LASER e azul de metileno. Ao avaliar a a¢do isolada do

LED e da Curcumina, ambos apresentaram pequena redu¢do no niimero de bactérias vivas,

porém, significantemente menor de quando associados, comprovando o seu sinergismo.
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No entanto, quando esta combinagdo foi empregada em segmentos de dentina, os
resultados antibacterianos foram inferiores aqueles obtidos com o LASER e azul de metileno.
Isso, provavelmente ocorreu pelo fato da luz LED nao ser coerente e sofrer divergéncia ao se
afastar de sua fonte, perdendo poténcia ao longo do trajeto. Trabalho semelhante acoplou uma
fibra optica ao LED azul, porém, mesmo com este auxilio, a redugdo bacteriana desejada nao
foi obtida?” Provavelmente, em virtude da propria caracteristica da luz LED, que continua a
perder poténcia ao longo da fibra.

A TFD realizada com o canal radicular completamente preenchido com Gel Carbopol
ndo apresentou diferenca significante com aquela realizada em sua auséncia, demonstrando a
ineficacia do gel em transmitir € manter a energia de poténcia da luz LED ao longo do canal.
Tais observacdes siao contrarias aos resultados obtidos em TFD realizada em células
tumorais®’, onde o gel, posicionado entre a fonte de luz e o tecido afetado, foi capaz de elevar
sua eficacia por aumentar a propagacao da luz, mantendo sua intensidade e homogeneidade ao
longo do trajeto. Possivelmente, esta divergéncia deve-se a adi¢do de particulas espalhadoras
de luz, como as emulsdes lipidicas, que permitem o redirecionamento da luz refletida da
interface gel / tecido, impedindo que esta seja perdida para o meio e contribui para que nao
haja o decaimento de sua intensidade. Além disso, o fato do gel apresentar alta viscosidade,
dificulta seu intimo contato com a parede dentindria, bem como sua penetragdo nos tibulos,

diminuindo a a¢ao intratubular da TFD.

Conclusao

Por meio deste trabalho, foi possivel concluir que nenhum dos métodos favoreceram a
completa inviabilizagao dos microrganismos em biofilme e no interior dos tubulos dentinarios.
Em biofilme, a combinacao do aparelho fotopolimerizador a LED com a curcumina obteve
acdo antimicrobiana similar a a¢do obtida pelo LASER de Diodo e azul de metileno. Contudo,

ao longo do conduto, o Gel Carbopol nao foi capaz de manter a intensidade de luz LED. Assim,
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ainda sdo necessarias novas pesquisas para encontrar meios auxiliares que possibilitem o

emprego desta combinagdo nos canais radiculares.
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Tabelas

Tabela 1 — Média e Desvio Padrao para a porcentagem de bactérias viaveis ap6s os diferentes

tratamentos sobre o biofilme

Controle LED Curcumina Azul de Metileno Curcumina +
+ LASER LED

90.65 + 5.72A 70.91 + 15.218 56.59 + 19.64° 28.38 + 13.80° 23.31+13.33P

ANOVA a 1 critério seguido de Tukey (P < 0.05). Diferentes letras maiusculas representam diferenca estatistica entre os

grupos.

Tabela 2 — Média e Desvio Padrio para a quantidade de biovolume (um?3) apds os diferentes

tratamentos do biofilme

Controle LED Curcumina Azul de Metileno Curcumina + LED
+ LASER

144024 + 116744 + 205312 + 218243 + 152078 +

82933ABC 100792¢ 11056848 110986"8 92977ABC

ANOVA a1 critério seguido de Tukey (P < 0.05). Diferentes letras maiusculas representam diferenca estatistica entre

0S grupos.

Tabela 3 — Média e Desvio Padrao para a porcentagem de bactérias vidveis de Enterococcus faecalis

presentes nos tubulos apds os tratamentosANOVA a 1 critério seguido de Tukey e Teste T N&o Paramétrico (P <

0.05). Diferentes letras maiusculas representam diferenca estatistica entre os grupos e diferentes letras mintsculas

representam diferenca estatistica intragrupos.

Controle Azul de Metileno Curcumina + Curcumina + Gel
+ LASER LED +LED

Cervical 79.78 £ 7.71Ab 7.60 + 7.45B2 28.84 + 19.27¢ 35.76 + 6.77¢@
Superficial

Cervical 90.17 + 11.09%a 8.22 + 7.6952 36.19 + 21.86% 38.39 +9.16¢?
Profundo

Médio 81.20 + 9.87A 6.11 + 5.0852 28.82 + 18.05°@ 31.62 + 8.974¢2
Superficial

Médio Profundo  88.53 + 6.747% 9.88 + 8.58B2 35.06 + 21.27¢2 41.97 + 13.21Ca




32

Tabela 4 — Mediana (Minimo -Mdximo) para os valores da intensidade de luz em u.a. no

interior do conduto radicular, na auséncia e presenca do Gel Carbopol

Tercos Sem Gel Com Gel
Cervical 27500 31250
(15000-40000)A4 (20000-45000)A2
Médio 5000 3750
(2500-8000)Aab (2500-7500)Aab
Apical 125 0
(0.0-3000)A (0.0-5000)A°

Teste Kruskal-Wallis seguido de Duun (P < 0.05). Diferentes letras maitsculas representam diferenca

estatistica entre os grupos ¢ letras minusculas representam diferenca estatistica intragrupos.
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Figuras

Figura 01 - A: Imagem do colimador de aluminio utilizado para irradiar o conduto radicular; B:
Conduto radicular irradiado com a luz LED do aparelho fotopolimerizador sem o Gel Carbopol
em seu interior; C: Conduto radicular irradiado com a luz LED do aparelho fotopolimerizador

com o Gel Carbopol em seu interior
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Figura 02: Imagem representativa dos locais analisados no Microscopio Confocal de varredura a

LASER:1 Cervical Superficial, 2 Cervical Profunda, 3 Médio Superficial e 4 Médio Profundo

Figura 03 - Imagem do biofilme de Enterococcus faecalis apos tratamento dos seguintes grupos:
A(Controle), B (Apenas curcumina), C (Apenas LED azul), D (Curcumina + LED azul) e E (Azul
de Metileno + LASER de Diodo).
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Figura 04 - Imagem da viabilidade de bactérias no interior dos tiibulos dentinarios apds tratamento

dos seguintes grupos, nas diferentes regides do conduto: Controle: A1 Cervical Superficial, A2
Cervical Profunda, A3 Apical Superficial, A4 Apical Profunda; Azul de Metileno + LASER: Bl
Cervical Superficial, B2 Cervical Profunda, B3 Apical Superficial, B4 Apical Profunda;
Curcumina + LED: C1 Cervical Superficial, C2 Cervical Profunda, C3 Apical Superficial, C4
Apical Profunda; Curcumina + Gel + LED: D1 Cervical Superficial, D2 Cervical Profunda, D3
Apical Superficial, D4 Apical Profunda;







3. Discussao
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3 DISCUSSAO

A hipodtese nula deste trabalho foi aceita somente na a¢cio em biofilme, sendo

rejeitada na aclo intratubular.

E crescente o niimero de trabalhos que avaliam os efeitos da aplicacdo da Terapia
Fotodinamica na area de Endodontia (GARCEZ et al, 2007; FIMPLE et al, 2008; RIO et al,
2011), que, por ser um método seguro, rapido e eficaz na redu¢do microbiana, ndo necessita de
longos periodos de espera como algumas medicagdes intracanais. O LASER de Diodo ¢ a
principal e mais utilizada fonte de luz para a sua realizagdo, apresentando alta reducdo
microbiana em diversos trabalhos ja realizados (SOUKOS et al, 2006). No entanto, diversas
outras fontes foram e continuam sendo estudadas, como os LASERs Nd:YAG, Er:YAG, Luz
Halogena (BRANCALEON, MOSELEY, 2002) e os Diodos Emissores de Luz (LED),
vermelho (RIOS et al, 2011) e azul (CHUI et al, 2013), sendo esta considerada uma fonte
promissora, pois, além de apresentar resultados antimicrobianos favoraveis, apresenta um custo
relativamente baixo. Outra caracteristica do LED, que atribui vantagem na sua utilizac¢do ¢ o
fato deste possuir uma banda espectral, relativamente estreita, em vez de um comprimento de
onda especifico, como o LASER. Isso favorece a agdo de complementariedade com os agentes
fotossensibilizadores utilizados, ou seja, amplia a variedade de substiancia que podem ser
utilizadas (SIMPLICIO, MAIONCHI, HIOKA 2002).

O oxigénio singleto, principal responsavel pela a¢do antimicrobiana, age de modo
efetivo na eliminacdo de cepas de Enterococcus faecalis. Basicamente, o agente
fotossensibilizador se adere a parede celular da bactéria, durante o tempo de pré-irradiagdo, e,
ao ser irradiado pela luz, reage liberando radicais livres, ions hidroxila e oxigénio singleto, que

destroem a parede celular bacteriana (SOUKOS et al, 2006; SOUZA et al, 2010).
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A acdo antimicrobiana foi avaliada sobre o FEnterococcus faecalis, bactéria
relacionada a diversos casos de insucesso endododntico. Por sua vez, este trabalho utilizou a
linhagem ATCC 4083, proveniente da cavidade bucal, e ndo sobre a ATCC29212, bactéria que
provem do trato urindrio e usualmente utilizada em trabalhos, buscando atribuir maior aos
resultados maior proximidade as condig¢des clinicas. Porém, ainda sao poucos os trabalhos que
a utilizam, nao sendo possivel, ainda, realizar uma comparagdo dos efeitos da Terapia
Fotodindmica em ambas as bactérias.

Em relagdo a fonte de luz utilizada na TFD, ¢ crescente o nimero de trabalhos que
empregam o LED (RIOS et al, 2011; PILEGGI et al, 2013), como o FotoSan (SCHLAFER et
al, 2010). Entretanto, geralmente estes sdo equipamentos especificos, somando mais um gasto
a ser realizado pelo profissional. Neste trabalho foi utilizado o LED azul (450-470nm) do
aparelho fotopolimerizador Gnatus que, além de ser uma fonte de luz adequada, ¢ um aparelho
de presenca constante nos consultorios odontolégicos, nao havendo a necessidade do cirurgido
dentista adquirir novos equipamentos de uso especifico.

Junto a ele, o corante Curcumina, na concentragdo de 20uM e diluido em 10% de
DMSO, foi utilizado como agente fotossensibilizador. Esta substancia, derivada da curcuma
longa, ou acgafrio, exibe, em uso isolado, um pequeno ou nenhum efeito antimicrobiano, como
demonstrado em alguns trabalhos (PILEGGI et al, 2013; PASCHOAL et al, 2013, ARAUJO
et al, 2014). Contudo, ¢ de facil obtencao e apresenta baixo custo. Na TFD, ela ¢ utilizada em
combinagdo com luz dentro da faixa do azul visivel, j& que apresenta faixa de absor¢do entre
300-500nm, sendo seu pico maximo em 430nm.

Trabalhos anteriores que também utilizaram o fotopolimerizador como fonte de luz
em combinagdo com corantes como: curcumina, rosa de bengala e eritrosina, demonstraram
reducdes microbianas significativas. Estes estdo de acordo com os aqui obtidos sobre o

biofilme de 21 dias, onde o uso combinado do fotopolimerizador com curcumina demonstrou
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alta capacidade em reduzir o nimero de bactérias viaveis, resultado semelhante ao obtido com
a combinacao usual LASER e azul de metileno. Assim, pode-se afirmar que este equipamento
¢ viavel como fonte de luz na TFD.

Ao avaliar a agdo isolada da Luz e da Curcumina, ambos apresentaram ligeira redugao
no numero de bactérias vivas. Isto, talvez, esteja relacionado ao aquecimento provocado pela
luz LED, devido a sua proximidade, e ao fato da curcumina, que se liga a parede celular, poder
ter reagido com a luz ambiente em curtos periodos durante o tratamento. Porém, ambas
situagdes foram significantemente menor do que quando associados, comprovando o seu
sinergismo.

No entanto, quando tais procedimentos foram realizados nos canais radiculares de
dentina (15mm), a associacao luz LED azul / curcumina apresentou resultados antibacterianos
inferiores aos obtidos com o LASER e azul de metileno. Inclusive, este foi o tratamento que
apresentou maior eficacia em reduzir o nimero de bactérias viaveis. Isso, provavelmente
ocorreu pelo fato da luz LED ndo ser coerente e sofrer divergéncia ao se afastar de sua fonte,
perdendo energia de poténcia ao longo do canal radicular. Em trabalho semelhante a este,
porém, utilizando uma fibra optica acoplada ao LED azul, foi observado que a redugdo
bacteriana, também nao foi significante (DA FROTA et al, 2015), provavelmente, em virtude
da propria caracteristica da luz LED que continua a perder poténcia ao longo do trajeto da fibra.

Na tentativa de encontrar outros meios de guiar a luz LED ao longo do conduto sem
que haja a perda de energia de poténcia significativa, os 15mm do canal foram completamente
preenchidos com Gel Carbopol. Contudo, o efeito antimicrobiano obtido neste grupo foi
semelhante ao grupo que ndo o utilizou. Além disso, no teste realizado para avaliar a
manuten¢do da intensidade da luz LED ao longo do conduto, ndo houve diferenca significativa
nas imagens realizadas na presenga e auséncia do Gel Carbopol. Isto demonstra a ineficécia do

gel em transmitir e manter a energia de poténcia da luz LED ao longo do canal radicular.
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Tais observacdes sao contrarias aos resultados obtidos em TFD realizada em células
tumorais, onde o gel, posicionado entre a fonte de luz, LED vermelho, e o tecido afetado, foi
capaz de aumentar a propagacao da luz, mantendo sua intensidade e homogeneidade ao longo
da superficie irregular (DA SILVA, 2014). Talvez esta divergéncia nos resultados esteja
relacionada a adicdo de particulas espalhadoras de luz, como as emulsodes lipidicas, que
permitem o redirecionamento da luz refletida da interface gel / tecido, impedindo que ela seja
perdida para o meio e contribuindo para que nao haja o decaimento de sua intensidade. Além
disso, o fato do gel apresentar alta viscosidade, pode ter dificultado seu intimo contato com a
parede dentindria, bem como sua penetragdo nos tibulos dentinarios, diminuindo a agao
intratubular da TFD.

Assim, foi possivel concluir que nenhum dos métodos favoreceram a completa
inviabilizacdo dos microrganismos em biofilme e no interior dos tibulos dentindrios. A
combinacdo do aparelho fotopolimerizador a LED com a curcumina obteve agdo
antimicrobiana similar a a¢@o obtida pelo LASER de Diodo e azul de metileno. Contudo, o Gel
Carbopol ndo foi capaz de manter a intensidade de luz LED ao longo do conduto radicular.
Assim, ainda sdo necessarias novas pesquisas para encontrar meios auxiliares que possibilitem

o emprego desta combinag¢@o nos canais radiculares.
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