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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a redu¢do microbiana apds a terapia fotodindmica como coadjuvante ao preparo
quimico-cirargico (PQC) utilizando o tanino hidrolisavel como fotossensibilizador, em canais radiculares de 60 dentes
bovinos contaminados com Enterococcus faecalis. Dividiu-se os dentes em seis grupos: grupo NAOCI, onde utilizou-
se apenas 0 NaOCl a 2,5%; grupo PDT/AM, utilizou-se a PDT com azul de metileno como fotossensibilizador; grupo
Tan, apenas tanino foi utilizado; grupo PDT/Tan, utilizou-se PDT com tanino como fotossensibilizador; grupo
NaOCI/PDT/Tan, NaOCI 2,5% foi associado a PDT com tanino; e no grupo NaOCI/PDT/AM, onde associou-se ao
NaOCI 2,5% o PDT com azul de metileno. Para a PDT usou-se 3ml do fotossensibilizador na concentracéo de 0,005%
por 5min (tempo de pré-irradiacdo). Para a irradiagdo foi utilizado um laser semicondutor portatil (Laser DUO®,
GaAlAs, InGaAlP), comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 100 mW, totalizando 1,8 J de energia e tempo de
irradiacdo de 180s. Foram realizadas trés coletas microbioldgicas, denominadas inicial (antes do PQC), intermediéria
(ap6s o PQC) e final (7 dias apés o PQC). Apos as coletas, fez-se o plaqueamento para a contagem das UFC’s. Os
resultados foram expressos através das medidas estatisticas: média, desvio padrdo, mediana, quartis e valores minimo e
maximo. Foi utilizado o teste F (ANOVA), as compara¢des multiplas de Tamanho e o teste de Kruswal-Wallis. A
verificagdo da hipdtese de normalidade foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk. O nivel de significancia
estabelecido foi de 0,05. Concluiu-se que terapia fotodinamica, utilizando o tanino hidrolisavel como fotossensibilizador
mostrou-se eficaz como coadjuvante no preparo quimico-cirargico na reducdo microbiana.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Endodontia; Corantes; Tanino.

Abstract

The present study aimed to evaluate the microbial reduction after photodynamic therapy as an adjunct to chemical-
surgical preparation (CSP), using the hydrolysable tannin as a photosensitizer in root canals of bovine teeth infected
with Enterococcus faecalis. 60 teeth, divided into six groups: group NaOCI, only NaOCI 2.5% was used; group
PDT/MB, PDT with methylene blue as a photosensitizer was used; group Tan, only tannin was used as photosensitizer;
group PDT/Tan, where only tannin PDT was used as photosensitizer; group NaOCI/PDT/Tan, NaOCI 2.5% was
associated to tannin PDT; and group NaOCI/PDT/MB, NaOCI 2.5% was associated to PDT with methylene blue. For
PDT, 3ml of the photosensitizer was used at a 0,005% concentration for 5min (pre- irradiation time). For the irradiation,
a portable semiconductor laser (Laser DUO®, GaAlAs, InGaAlP) was used, wavelength of 660 nm, power of 100 mW,
totaling 1.8 J of energy and 180 seg of irradiation time. Three microbiological collections were performed, called initial
(before SCP), intermediate (after CSP) and final (7 days after CSP). After the collections, plating was done for counting
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the CFU's. The results were expressed as statistical measures: mean, standard deviation, median, quartiles and minimum
and maximum values. The F-test (ANOVA) for multiple comparisons and the Tamanhe of Kruswal-Wallis test were
used. The verification of the hypothesis of normality was performed using the Shapiro-Wilk test. The significance level
was set at 0,05. It was concluded that photodynamic therapy, using hydrolysable tannin as a photosensitizer, proved to
be effective as an adjunct to chemical-surgical preparation in microbial reduction.

Keywords: Photodynamic therapy; Endodontics; Dyes; Tannin.

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar la reduccién microbiana después de la terapia fotodindmica (TFD) como
complemento de la preparacion quimico-quirdrgica (PQQ) utilizando tanino hidrolizable como fotosensibilizador en
conductos radiculares de 60 dientes bovinos contaminados con Enterococcus faecalis. Los dientes se dividieron en seis
grupos: grupo NaOCI, donde solo se utilizé NaOCI al 2,5%; grupo TFD/AM, se utilizd TFD con azul de metileno como
fotosensibilizador; grupo Tan, solo se utiliz6 tanino; grupo TFD/Tan, PDT con tanino se utiliz6 como fotosensibilizador;
grupo NaOCI/PDT/Tan, 2,5% de NaOCI se asocié con TFD con tanino; y en el grupo NaOCI/TFD/AM, donde el NaOClI
al 2,5% se asoci6 con TFD con azul de metileno. Para la TFD se utilizaron 3 ml de fotosensibilizador a una
concentracion de 0,005% durante 5 min (tiempo de pré-irradiacion). Para la irradiacion se utilizé un laser semiconductor
portétil (Laser DUO®, GaAlAs, InGaAlP)- 660nm, 100 mW, 1.8 J y tiempo de irradiacion de 180s. Se realizaron tres
recolecciones microbioldgicas, denominadas inicial (anterior a PQQ), intermedia (después de PQQ) y final (7 dias
después de PQQ). Después, se realizo el plateado para contar las UFC. Los resultados se expresaron mediante medidas
estadisticas: media, desviacion estandar, mediana, cuartiles y valores minimo y méaximo. Se utilizé la prueba F
(ANOVA), comparaciones multiples de tamafo y la prueba de Kruswal-Wallis. La verificacion de la hipétesis de
normalidad se realizé mediante la prueba de Shapiro-Wilk. El nivel de significancia establecido fue de 0,05. Se concluy6
que la terapia fotodindmica, utilizando tanino hidrolizable como fotosensibilizador, resulté ser eficaz como coadyuvante
en la preparacion quimico-quirdrgica para la reducciéon microbiana.

Palabras clave: Terapia fotodinamica; Endodoncia; Tintes; Tanino.

1. Introducéo

Erradicar ou reduzir a popula¢do microbiana no interior do canal radicular é o objetivo do tratamento endoddntico,
permitindo a prevenc¢do ou a cura da periodontite apical (Orstavik, 1996).

O Enterococcus faecalis (E. faecalis), microrganismo anaerébio facultativo, tem sido a espécie mais prevalente em
casos de insucesso endodontico. As técnicas atuais para a desinfeccdo do Sistema de Canais Radiculares (SCR), incluem a
instrumentacéo, a irrigacdo com agentes antimicrobianos e a medicacdo intracanal. No entanto, novos procedimentos para
aprimorar a desinfeccdo do SCR vém sendo desenvolvidos, dentre os quais 0 uso do laser de baixa poténcia associado ao
fotossensibilizador (FS) na terapia fotodindmica (Bonsor & Pearson, 2006; Fonseca et al., 2008; Garcez et al., 2008; Seal et al.,
2002; Siqueira & Rocas, 2005).

A Terapia Fotodindmica, também conhecida como PDT, acrénimo de Photodynamic Therapy, surge como uma
promissora terapia antimicrobiana. Envolve a utilizagdo de um fotossensibilizador (corante), que é ativado pela luz de um
especifico comprimento de onda na presenca de oxigénio. Embora que, na endodontia, a solucdo de azul de metileno tem sido o
principal FS utilizado como alvo para microrganismos da microbiota endodéntica (Konopka & Goslinski, 2007), os
fotossensibilizadores derivados das fenotiazinas tém sido amplamente empregados nas pesquisas envolvendo PDT

Taninos, do francés tanin, sdo os compostos fendlicos, corantes naturais que estdo entre os maiores constituintes ativos
derivados dos vegetais, justificando o uso tradicional das plantas como antiinflamatérios e cicatrizantes. Quando processados,
originam um precipitado vermelho e, em solugdo, desenvolvem coloracdo verde ou azul (Asongalem et al., 2004).

Com o propdsito de buscar novas formas terapéuticas, que apresentem menor toxicidade, maior potencial
antimicrobiano, sobretudo contra o E. faecalis, e baixo custo no tratamento endodontico, o objetivo deste trabalho foi quantificar
a reducdo da carga bacteriana de canais radiculares de dentes bovinos contaminados por uma cepa (isolado endodéntico) de E.

faecalis, aplicando a PDT, como coadjuvante ao preparo quimico-cirargico (PQC), utilizando o tanino como FS.
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2. Metodologia

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Cruzeiro do Sul com

protocolo 041/2014 e realizado no laboratério do curso de Biomedicina do Centro Universitario (UNIFIP) Patos/PB.

Preparo dos espécimes

Foram selecionados 60 incisivos bovinos higidos com apices completamente formados. Os espécimes foram limpos
com raspadores periodontais para remocdo de tecido periodontal ou dsseo aderidos a superficie radicular e com profilaxia com
taca de borracha, pasta profilatica e pedra-pomes. As coroas dos dentes foram removidas na jungdo amelocementéria com disco
diamantado mantendo os remanescentes radiculares com 21mm de comprimento. Apos esvaziamento do contetido pulpar com
limas tipo K90 com soro fisioldgico e realizacdo da odontometria, os apices foram vedados com resina epoxi Araldite (Brascola,
S8o Paulo, SP) de endurecimento rapido a fim de prevenir o extravasamento da cultura bacteriana ap6s a sua contaminagdo
(Dametto et al., 2005). Os espécimes foram colocados em frascos contendo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid; Basinkstoke, UK)
estéril e autoclavados a 120°C, 1 atm, por 20 min. Permaneceram incubados a 37°C por 24h para confirmagao da esterilidade.

Culturas puras de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) em caldo de BHI foram utilizadas como contaminantes dos
espécimes. Colbnias isoladas foram suspensas em tubos com tampas rosqueaveis contendo 5ml de BHI. Esta suspensdo foi
agitada mecanicamente e ajustada em espectrofotdmetro com absorbéancia de 800nm, até obter-se a concentracdo equivalente a
1,0 da escala McFarland (3,0 x 108 bactérias/ml). Os frascos contendo os espécimes estéreis foram abertos em uma camara de
fluxo laminar. Pipetas estéreis removeram 5,0 ml de BHI estéril e introduziram 5,0ml da suspensdo de E faecalis. Os frascos
foram vedados e incubados em estufa a 37°e atmosfera de 10% de CO; por 7 dias, com trocas de 1,0 ml de BHI contaminado
por 1,0 ml de BHI estéril, a cada 2 dias, a fim de se evitar a saturacdo do meio. O crescimento bacteriano durante o periodo de
incubacdo foi constatado pela presenca de turbidez do meio (Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2001; Menezes et al., 2004).

Todo experimento foi realizado em camara de fluxo laminar para evitar contaminagéo cruzada. Durante a realizacéo do
PQC, todos os especimes de cada grupo foram retirados dos frascos por meio de uma pinca estéril e dispostos em uma plataforma

metélica estéril, com pinos laterais rosqueéveis (Figura 1).

Figura 1 — Dentes bovinos dispostos na plataforma metalica.

A A A

Fonte: Autores.

Grupos experimentais

Os 60 espécimes foram distribuidos em 6 grupos experimentais (n=10) de acordo com o protocolo de desinfecgdo
durante o PQC (Tabela 1).

Para a instrumentacdo dos espécimes de todos os grupos foi utilizada a técnica manual escalonada coroa-apice com
limas tipo K file (Dentsply Maillefer; Baillaigues, Switzerland) até a lima #120 com comprimento real de trabalho de 20mm, de

acordo com trabalho prévio (Dametto et al., 2005). No entanto, os grupos se diferiram pela solucdo irrigadora, fotossensibilizador
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e uso de PDT ou ndo. Nos grupos em que houve realizacdo de PDT, foram utilizados 3ml do fotossensibilizador na concentracéo
de 0,005% e periodo de pré-irradiacdo de 5 minutos. A irradiacdo na entrada dos canais se deu com um laser semicondutor
portatil (Laser DUO®, GaAlAs, InGaAlP, MM OPTICS LTDA, S&o Carlos, SP — Brasil), ajustado em 660nm, 100mW, 1,8J e
180 segundos de irradiacdo, seguida irrigacdo com 10ml de soro fisioldgico para remocdo do corante (Gomes et al., 2003). As

solucBes empregadas durante o PQC, fotossensibilizador e emprego de PDT ou ndo sdo descritas a seguir:

a) Grupo NaOCI: NaOCL a 2,5%
Durante o PQC, os canais foram irrigados com 3ml do NaOCIl a 2,5% a cada troca de limas, seguidos de irrigacdo com

10ml de soro fisioldgico.

b) Grupo PDT/AM: PDT com Azul de Metileno

Durante o PQC, os canais foram irrigados com 3ml de soro fisiol6gico a cada troca de lima e 10ml de soro fisiolégico
na irrigacdo final. Ap6s PQC, os canais foram preenchidos com 3ml de azul de metileno a 0.005% (Chimiolux, Hypofarma, Belo
Horizonte, Brasil) seguindo-se da irradiacdo conforme protocolo anteriormente citado. O azul de metileno foi totalmente retirado

do canal através de irrigacdo com 10 ml de soro fisiolégico.

¢) Grupo Tan: Tanino
Durante o PQC, os canais foram irrigados com 3ml de soro fisiol6gico a cada troca de lima e 10ml de soro fisioldgico
na irrigacdo final. Apos PQC, os canais foram preenchidos com 3ml do extrato hidrolizavel de tanino a 0,005% durante 5minutos.

Apos esse tempo, todo o tanino foi removido dos canais atraves de uma irrigacdo com 10 ml de soro fisiologico.

d) Grupo PDT/Tan: PDT com Tanino

Durante o PQC, os canais foram irrigados com 3ml de soro fisiolégico a cada troca de lima e 10ml de soro fisiolégico
na irrigagdo final. Apds PQC, os canais foram preenchidos com 3ml do extrato de tanino a 0,005% seguindo-se da irradiacdo
conforme protocolo anteriormente citado. Posteriormente, todo o tanino foi removido dos canais através de uma irrigacdo com

10 ml de soro fisiolégico.

e) Grupo NaOCI/PDT/Tan: NaOCI + PDT com Tanino
Durante o PQC, os canais foram irrigados com 3ml do NaOCIl a 2,5% a cada troca de lima e 10ml de soro fisioldgico
na irrigacdo final. Apds o preparo, os canais foram preenchidos com 3ml do extrato de tanino a 0,005% seguindo-se da irradiacéo

conforme protocolo anteriormente citado.

f) Grupo NaOCI/PDT/AM: NaOCI+ PDT com Azul de Metileno

Durante o PQC, os canais foram irrigados com 3ml do NaOCI a 2,5% a cada troca de lima e 10ml de soro fisioldgico
na irrigacao final. Apds o preparo, os canais foram preenchidos com 3ml de azul de metileno 0.005% (Chimiolux, Hypofarma,
Belo Horizonte, Brasil) e PDT conforme descricdo anterior. O azul de metileno foi totalmente retirado do canal através de

irrigacdo com 10 ml de soro fisioldgico.
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Tabela 1 - Grupos experimentais (Distribuicdo dos grupos).

GRUPOS N SUBSTANCIAS
NaOCI 10 Hipoclorito de Sédio 2,5%
PDT/AM 10 PDT com Azul de Metileno
Tan 10 Tanino
PDT/Tan 10 PDT com Tanino
NaOCI/PDT/Tan 10 NaOClI 2,5% + PDT com Tanino
NaOCI/PDT/AM 10 NaOCI 2,5% +PDT com Azul de Metileno

Fonte: Autores.

Coletas microbiolégicas
Foram realizadas trés coletas microbioldgicas: antes do PQC (coleta inicial), imediatamente ap6s o PQC (coleta

intermediaria) e apos 7 dias da realizacdo do PQC (coleta final).

a) Coleta Inicial
A coleta se deu antes do PQC com pontas de papel absorvente estéreis de tamanho FM que permaneceram no canal por

Iminuto e posteriormente depositadas em tubos individuais eppendorf.

b) Coleta Intermediéria

Apdbs PQC, os canais foram secos com pontas de papel absorvente estéreis que foram posteriormente depositadas em
eppendorfs individuais.

Todos os espécimes submetidos ao tratamento foram preenchidos com BHI Agar, selados com guta-percha bastao para
evitar que microrganismos presentes na superficie externa dos canais adentrassem o seu interior, e colocados em eppendorfs
individuais contendo 60 pl de BHI Agar estéril para manutencdo da hidratacdo. E importante ressaltar que o BHI Agar atingiu
até o terco médio da raiz para ndo infiltrar no selamento com guta-percha (Figura 2). Posteriormente, foram novamente incubados
a 37°C em atmosfera de 10% CO, por 7 dias.

Figura 2 - Incubagdo dos espécimes; Armazenagem dos espécimes.

Fonte: Autores.

c) Coleta final

Apos 7dias, o selamento cervical de guta percha foi removido e os canais radiculares foram novamente secos com pontas
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de papel absorvente estéreis e depositadas em eppendorfs individuais contendo 1ml de BHI estéril.

Diluicéo e plaqueamento das coletas

Ap0s agitacdo mecanica, houve diluicdo das amostras coletadas na proporcao de 1/10, 1/100, em BHI estéril. A seguir,
50 pl da diluicdo 102 foram plaqueados em triplicata em BHI Agar e incubados a 37°C em atmosfera de 10% de CO2 Apos 0
periodo de 48h, as coldnias de microrganismos que estavam presentes nestas placas, uma vez constatada a pureza das col6nias,
através das caracteristicas morfoldgicas tipicas do grupo microbiano estudado, foram contadas, determinando-se as unidades
formadoras de col6nias (UFC). Para a obtengdo das unidades formadoras de col6nias por ml (UFC), foi necessaria a multiplicagao
do nimero de UFC obtidas na contagem das placas em 2000 vezes, representando assim, o nimero de colénias descontando-se
as diluicdes feitas durante o estudo (100 vezes) e o plaqueamento de 50ul (20 vezes menor que 1 ml). A média das 3 placas de

cada coleta foi utilizada como valor final da contagem (Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Dilui¢do e plagueamento em triplicata.

&
L

Fonte: Autores.

Figura 4 - Placas contendo UFC’s.

/ y

Fonte: Autores.

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos através das medidas estatisticas: média, desvio padrdo, mediana, quartis (ou P25 e P75)
e valores minimo e méaximo. Para a comparacdo entre os grupos em cada avalia¢do foi utilizado o teste F (ANOVA) em relacéo
ao logaritmo decimal do nimero de colénias de bactérias e no caso de diferencas significativas foram utilizadas as comparagdes
multiplas de tamanho. Para a comparagdo entre os grupos em relacéo as variacdes percentuais entre a avaliacdo final com cada
avaliacédo foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com comparages de mdaltiplas do teste, devido a falta de normalidade dos

percentuais na maioria dos grupos. A verificacdo da hipdtese de normalidade foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk e
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para a verificacdo da hipotese de normalidade foi realizada através do teste F de Levene. A margem de erro utilizada nas decisdes

dos testes estatisticos foi de 5%. Foi utilizado o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na verséo 21.

3. Resultados

Na Tabela 2 apresentam-se as estatisticas do nimero de bactérias (niimero de col6nias x 2 x 10?) por avaliag¢do e grupo.
Desta tabela destaca-se: na avaliacdo inicial a média foi menos elevada no grupo PDT/AM (56,93), seguido do grupo Tan (81,20)
e grupo NaOCI (84,53) e variou de 100,30 a 112,73 nos outros trés grupos (PDT/Tan, NaOCI/PDT/Tan, NaOCI/PDT/AM); as
trés medianas menos elevadas ocorreram nos grupos: grupo NaOCI (37,83), grupo PDT/AM (46,50) e grupo Tan (50,00) e a
mais elevada ocorreu no grupo PDT/Tan (90,17), entretanto para a margem de erro fixada ndo se comprova diferenca entre 0s
grupos na avaliacéo inicial (p > 0,05).

Na avaliacdo intermediaria a menor media foi registrada no grupo NaOCI (0,50), seguida do grupo NaOCI/PDT/Tan
(1,57) e a mais elevada ocorreu no grupo PDT/AM (6,00), seguida do grupo Tan (5,93); as medianas menos elevadas ocorreram
nos grupos: NaOCI (0,33), NaOCI/PDT/Tan (1,50) e NaOCI/PDT/AM (2,00) e as mais elevadas nos grupos Tan (5,17) e
PDT/AM (4,17), diferengas estas que se mostraram significativas entre os grupos e através das comparacdes multiplas (entre
pares de grupos) se comprova diferenca significativa entre cada um dos grupos NaOCIl e NaOCI/PDT/Tan com cada um dos
grupos PDT/AM e Tan.

Na avaliacdo final as meédias e medianas foram correspondentemente menos elevadas nos grupos: grupo
NaOCI/PDT/Tan (média de 0,67 em cada medida), grupo NaOCI/PDT/AM (média de 6,07 e mediana igual a 5,00) e grupo
NaOCI (média de 11,93 e mediana de 5,33) e foram mais elevadas no grupo PDT/Tan (média de 51,80 e mediana de 47,43) e se
comprova diferenca significativa entre os grupos, sendo diferentes entre o grupo NaOCI/PDT/Tan com todos os grupos, do grupo
NaOCI/PDT/AM com todos os grupos exceto com o grupo NaOCI/PDT/AM, do grupo NaOCI com os grupos Tan e PDT/Tan e
do grupo PDT/AM com o grupo PDT/Tan.

A variabilidade expressa através do desvio padrdo de mostrou bastante elevada dede que para alguns grupos os valores

do desvio padrdo foram mais elevados dos que as médias correspondentes.
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Tabela 2 — Estatistica do ntimero de col6nias (x 2 x 10%) segundo o grupo e o tempo de avaliag&o.

Avaliacdo Grupo Média £ DP Minimo P25 Me;:llan P75 Maximo

Inicial NaOCl 84,53+ 113,91 2,33 10,92 37,83 133,75 295,00
PDT/AM 56,93 + 26,34 31,33 37,50 50,00 70,83 114,00
Tan 81,20 £ 78,79 33,00 45,25 46,50 97,25 295,00
PDT/Tan 111,00 £ 80,55 27,33 54,25 90,17 159,25 265,33

NaOCI/PDT/Tan 100,30 + 106,39 12,67 29,00 65,00 147,00 295,00
NaOCI/PDT/AM 112,73 + 112,15 20,67 26,25 68,00 238,25 295,00

Valor de p p® =0,353
NaOCl

Intermedidria 0,50 +0,59 W 0,00 0,00 0,33 0,83 1,67
PDT/AM 6,00 + 4,09 ® 3,00 3,67 4,17 7,25 16,67
Tan 5,93+2,10® 3,00 4,58 5,17 8,33 9,33
PDT/Tan 2,67 2,77 “® 0,00 0,00 2,33 3,67 9,33
NaOCI/PDT/Tan 1,57 +0,75 W 0,33 1,00 1,50 2,08 3,00
NaOCI/PDT/AM 3,60 + 3,78 (A8 0,33 0,92 2,00 5,50 12,00

Valor de p p¥ <0,001*

Final NaOCl 11,93 + 16,86 A7) 1,00 1,75 5,33 14,75 55,33
PDT/AM 29,53+17,099 11,33 19,58 27,17 30,83 74,33
Tan 33,07 +18,35®® 19,00 19,58 26,33 44,00 74,33
PDT/Tan 51,80+13,83® 38,00 40,58 47,33 63,58 80,33
NaOCI/PDT/Tan 0,67 + 0,52 ® 0,00 0,25 0,67 1,00 1,67
NaOCI/PDT/AM 6,07 + 2,96 () 2,67 4,00 5,00 7,58 11,33

Valor de p p™ <0,001*

(*): Diferenga significativa ao nivel de 5,0%.

(1): Atraveés do teste de F(ANOVA) com comparacdes de Tamanhe aplicados no logaritmo decimal no nimero de col6nias de
bactérias.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenga significativa entre os grupos correspondentes.
Fonte: Autores.

A variabilidade entre a avaliacéo inicial e intermediéria se mostrou reduzida se comparada com os valores das médias
na variagdo inicial menos a intermediaria oscilaram de baixa nos grupos NaOCI/PDT/Tan e NaOCI/PDT/AM a bastante elevados

(valores do desvio padrdo superiores aos valores das médias correspondentes).
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Tabela 3 — Estatisticas das variacdes percentuais entre a avaliacdo inicial com cada avaliacdo em relagdo ao numero de colbnias

segundo o grupo.

Grupo Inicial — intermediaria Inicial — intermediaria
NaOCI 98,55 + 2,13 (99,60) ¥ -1,70 £ 176,47 (82,61) W
PDT/AM 88,08 + 7,88 (89,57) ® 35,36 + 62,87 (49,28) ®
Tan 89,10 + 5,70 (88,89) ® 39,74 + 45,85 (54,18) ®
PDT/Tan 94,16 + 9,28 (96,82) ¥ 28,46 + 43,69 (40,71) ®
NaOCI/PDT/Tan 96,51 + 2,95 (97,26) ¥ 98,33 + 1,78 (98,93) ©
NaOCI/PDT/AM 94,48 + 6,04 (97,64) & 88,76 + 8,61 (88,19) ¥
Valor de p p® < 0,001* p® < 0,001*

(*): Diferenga significativa ao nivel de 5,0%.

(1): Através do teste de Kruskal-Wallis com comparag@es de Tamanhe.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenga significativa entre os grupos correspondentes.
Fonte: Autores.

4. Discussao

Os dentes bovinos se assemelham estruturalmente aos dentes humanos, principalmente nas estruturas dos prismas de
esmalte e do esmalte interprismatico. Outros estudos utilizaram o dente bovino para examinar a penetragdo de bactérias nos
tubulos dentinarios e avaliar a agdo antimicrobiana de algumas substancias (Haapasalo et al., 2005).

O E. faecalis sobrevive em condicGes de escassez nutricional e em auséncia de oxigénio, penetra nos tlbulos dentinérios
e esta associado ao insucesso do tratamento endoddntico (Evans et al., 2002; Gomes et al., 2001; Siqueira et al., 1997; Siren et
al., 1997), sendo empregado em estudos que avaliaram a eficacia da PDT (Bergmans et al., 2008; Fonseca et al., 2008; Silva
Garcez et al., 2006; Soukos et al., 2006). A cepa de E. faecalis empregada foi a isolada de canais radiculares, sendo, portanto,
uma cepa selvagem (Zoletti et al., 2006). Entre os estudos que utilizaram o E. faecalis como marcador biologico, ndo existe
consenso sobre o periodo ideal de incubacédo, podendo este variar de vinte e quatro horas a quatro semanas. Os presentes autores
estabeleceram sete dias como periodo de incubacéo, como em estudos prévios (Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2001; Menezes
et al., 2004). Os valores obtidos com a coleta inicial comprovam que esse tempo foi suficiente para promover a colonizacdo das
amostras.

O protocolo para a realizagdo da PDT ainda ndo esta bem definido, existindo diversas varidveis, entre as quais o tipo e
a concentracdo do Fotosenssibilizador (FS) a ser usado e os parametros do laser, bem como o tempo e a técnica de aplicagdo do
FS e do laser. Os FS mais utilizados pelos autores que estudaram a TFD foram o azul de metileno (Fimple et al., 2008; Soukos
et al., 2006), o azul de toluidina (Bergmans et al., 2008; Bonsor et al., 2006; Fonseca et al., 2008; Gomes et al., 2008; Seal et al.,
2002; Williams et al., 2006) e os derivados do PEI-ce6 (Garcez et al., 2008; Garcez et al., 2007; Soukos et al., 1998).

Diversos corantes artificiais e naturais vém sendo testados como FS na PDT, tanto para o tratamento do cancer, como
para a reducgdo de microrganismos. Corantes menos toxicos, mais ressonantes com o comprimento de onda emitido pelos lasers
tém sido o ideal de diversos pesquisadores. E quanto mais proximos deste ideal, estes agentes se mostrarem, mais a PDT realizara
sua funcgdo na pratica clinica endoddntica (Carson et al., 2005).

No presente estudo, foram testadas a eficacia de dois corantes: o azul de metileno, por ser o corante mais utilizado na
PDT em Endodontia (Fimple et al., 2008; Wainwright, 2008) e o tanino hidrolizavel por apresentar atividade promissora sem
apresentar qualquer toxicidade e possuem propriedades fotofisicas favoraveis, com altos rendimentos do estado tripleto.

Na literatura, encontramos a utilizagao de diversas concentragdes do azul de metileno, variando de 1 pg/ml a 25 pg/ml,
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bem como do azul de toluidina, variando de 12,5 pg/ml a 100 pg/ml. Os dois FS empregados neste estudo, tanino e azul de
metileno, foram utilizados na mesma concentragdo de 5 pg/ml, mesma concentracdo em que o azul de metileno foi utilizado em
outro estudo com o objetivo de padronizar o experimento (Gomes et al., 2008).

A fonte de radiacdo empregada foi o Twin laser, um laser diodo de baixa poténcia da MMOptics. Esse aparelho emite
uma luz em dois intervalos espectrais: o visivel (luz vermelha) e o infravermelho, com 660 nm e 780 nm de comprimento de
onda respectivamente. Para esse experimento, foi aplicado o laser vermelho do Twin laser, que possui um meio ativo
semicondutor de GaAlAs e poténcia maxima de 100 mW.

Baseando-se no protocolo proposto em outro estudo que também utilizaram o Twin laser (Gomes et al., 2003), foi
estabelecido em trés minutos o tempo de pré-irradiacdo durante o qual o FS é deixado no canal, e em cinco minutos o tempo de
aplicacdo da luz do laser na entrada do canal radicular, resultando numa dosagem total de 1,8 J de energia.

Ao testarem a eficacia da PDT com o azul de metileno como agente FS, Soukos et al. (2006) e Fimple et al. (2008)
concluiram que essa terapia poderia ser um eficaz auxiliar no tratamento endodéntico convencional. Fimple et al. (2008),
observaram uma reducdo da infec¢do de 80% em dentes contaminados por um biofilme multiespécies, enquanto Soukos et al.
(2006) obtiveram uma reducdo de 97% em dentes contaminados por E. faecalis. Esta eficicia também foi observada no presente
estudo, que mesmo o NaOCL a 2,5% mostrando-se mais eficaz na redugdo microbiana entre as coletas inicial e intermediéria,
quando utilizou-se a PDT com azul de metileno como coadjuvante ao PQC houve uma redu¢do de 96,51%, entre as coletas
inicial e final.

Resultados semelhantes foram observados nos estudos in vitro em que o azul de metileno foi aplicado como
fotossensibilizador. Williams et al. (2006) observaram que PDT com azul de metileno foi eficaz em reduzir a contagem
bacteriana em dentes contaminados por S.intermedius, entre uma coleta inicial e uma coleta realizada 7 dias ap6s o PQC e que
0 aumento da dose de energia do laser aplicada e do tempo pré-irradiacdo ndo levaram a maior reducdo dessa contagem.
Bergmans et al. (2008) encontraram reducdo de 93,8% em dentes contaminados com S. anginosus, de 88,4% em dentes
contaminados com E. faecalis e de 98,5% nos contaminados por F. nucleatum, o que significou uma reducdo estatisticamente
significativa em relagdo a amostra inicial. Fonseca et al. (2008) encontraram reducdo da contagem bacteriana de dentes
contaminados por E. faecalis de 99,9%, numa coleta realizada 7 dias apds o experimento.

Nos estudos in vivo, também se avaliou a eficacia adicional da PDT. Bonsor et al. (2006) realizaram o PQC com
instrumentos rotatorios de NiTi do sistema Profile e irrigagdo alternada de NaOCIl a 2,25% e 4cido citrico a 20%. Em seguida,
realizaram-se a TFD com azul de toluidina deixado no canal por um minuto, e com o laser com 100 mW de poténcia por dois
minutos. Fez-se apenas uma andlise quantitativa dos resultados, em que se observou que, dos quatro canais que ainda estavam
contaminados, trés obtiveram cultura negativa ap6s a PDT, numa coleta realizada trés dias ap6s o PQC.

O resultado obtido neste estudo pelo grupo Tan, em que o tanino hidrolizavel foi utilizado sozinho ao final do PQC,
mostra que esta substancia ndo é tdo eficaz na reducdo microbiana, quando comparada com a sua utilizagdo como
fotossensibilizador na PDT, como coadjuvante ao uso do NaOCl a 2,5% no PQC. Assim como os grupos PDT/AM e PDT/Tan,
em que houve uma redug@o de UFC’s, esta nao foi tdo eficaz quanto a associagdo da PDT com o NaOCl a 2,5%, como nos grupos
NaOCI/PDT/Tan e NaOCI/PDT/AM, mostrando que a PDT e o FS ndo séo eficazes sozinhos, como no estudo de Bergman et al.
(2009). A reducdo microbiana nos grupos PDT/AM, Tan e PDT/Tan pode ser decorrente da propria acdo mecanica do
instrumento endoddntico nas paredes do SCR e ndo do potencial antimicrobiano apresentado pelas substancias.

No presente estudo verificou-se uma reducdo de 98,33% entre as coletas inicial e final, enquanto que a reducdo de
UFC’s utilizando-se 0 azul de metileno como FS na PDT, foi de 88,76%, sendo, portanto, inferior ao tanino hidrolizavel,
mostrando diferenca estatisticamente significativa quando foi utilizado o tanino como FS na PDT coadjuvante ao PQC. Tal

resultado pode estar fundamentado no fato da molécula do tanino hidrolizavel apresentar unido com residuo de glicose central,
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aumentando a sua solubilidade e a ligacdo da molécula as lipoproteinas de baixa densidade, tornando mais facil a entrada na
célula-alvo, executando com maior eficacia a sua fungdo de reduzir UFC’s. Tais propriedades foram observadas em um estudo,
onde o tanino hidrolizavel, utilizado como FS na PDT mostrou-se eficaz para o tratamento de degeneracdo macular relacionada
a idade e cancer de prdstata (Verza et al., 2012).

Neste estudo, que obteve resultados diversos do estudo de Garcez et al. (2006), e semelhante ao resultado do estudo de
Seal et al. (2002), quanto ao fato do NaOCI a 2,5% ter se mostrado mais eficaz na reducdo microbiana entre as coletas inicial e
intermediaria, quando comparado a sua associagdo com a PDT, reitera-se a utilizacdo desta solucao irrigadora em tratamentos
endoddnticos realizados em sessdo Unica.

Porém, em casos de retratamento endodontico, ou de infeccdes persistentes, onde a quantidade de Enterococcus faecalis
no interior do sistema de canais radiculares ¢ maior e existe a necessidade de multiplas sessdes, a associacdo da PDT, como
coadjuvante ao uso do NaOCI a 2,5% no PQC torna-se mais eficaz, sobretudo utilizando-se o tanino hidrolizavel como
fotossensibilizador. Neste estudo, tal substancia mostrou-se mais eficaz que o azul de metileno, pelo fato de ter facil obtencéo,
encontram-se presentes em inimeros vegetais, apresentam boas propriedades fisico-quimicas como melhor difuséo entre as

membranas celulares, tornando-se uma alternativa dentre os corantes utilizados na Terapia Fotodindmica.

5. Concluséo

O tanino hidrolizdvel como fotossensibilizador na PDT mostrou-se mais eficaz que o azul de metileno na reducéo
microbiana em canais de dentes bovinos contaminados com Enterococcus faecalis apds 7 dias, como coadjuvante ao preparo
quimico-cirdrgico com hipoclorito de sédio a 2,5%. Diante dos resultados promissores, ha a necessidade de novos estudos,

experimentais e clinicos, empregando-se outros lasers e parametros.
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