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RESUMO

A Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aPDT) é um método coadjuvante ao Preparo
Quimico-Mecéanico (PQM) e uma alternativa antimicrobiana, que pode possibilitar o
alcance do efeito microbicida as areas mais dificeis do Sistema de Canais Radiculares
(SCR). Portanto, este estudo avaliou a agcdo da aPDT sobre Enterococcus faecalis e
Actinomyces israelii. Através de amostras retiradas do SCR, com auxilio de cones de
papel absorvente, em diferentes etapas dos tratamentos propostos e utilizando a
metodologia da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real, estes
microrganismos foram identificados microbiologicamente. Foram selecionados
aleatoriamente 25 dentes, anteriores e posteriores (incisivos, caninos e pré-molares)
com diagnostico de Necrose Pulpar e presenca de leséo periapical. Esses dentes
foram distribuidos em 2 grupos: Grupo 1 (G1) — Terapia endoddntica com PQM e
medicacéo intracanal (MIC); Grupo 2 (G2) — Terapia endodéntica com PQM, MIC e 2
aplicacoes de aPDT. O protocolo da aPDT foi realizado com aplicagdo do
fotossensibilizador (FS) azul de metileno a 0,005%, luz vermelha, energia de 9 Joules
(J), e comprimento de onda de 400 nm a 660 nm e 90 segundos de aplicacdo. As
amostras foram processadas através da extracdo do Acido Desoxirribonucleico
(DNA). Os microrganismos foram identificado utilizando-se marcadores especificos.
Também foi realizado acompanhamento radiografico: raio-x inicial e raio-x apés 60
dias do término do tratamento endoddntico. As radiografias foram avaliadas por dois
examinadores, através de escores, para classificar o reparo periapical. Enterococcus
faecalis foi encontrada com maior frequéncia no G1 quando comparado ao G2.
Actinomyces israelii foi encontrado de forma igual no G1 e no G2. Quando avaliada a
guantidade de Enterococcus faecalis e Actinomyces israelii entre as coletas 1, 2 e 3,
observou-se que ndo houve diferenca, tanto no G1 como no G2. A analise estatistica
das radiografias foi realizada primeiramente pelo Teste de concordancia Kappa que
foi considerado moderado e apds foi realizado o Teste G, verificando-se que néo
houve associacdo entre as variaveis grupo e classificacdo do reparo. A aPDT nao
promoveu melhores resultados no tratamento endodontico, apresentando-se
semelhante ao tratamento convencional, entretanto este trabalho apontou questbes
metodoldgicas relevantes. Portanto, novos trabalhos devem ser realizados para que
se consiga mostrar a possivel efetividade da aPDT.

Palavras-chave: Fototerapia; Enterococcus faecalis; Necrose da Polpa Dentaria.



ABSTRACT

Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT) is an adjunct method to Chemical-
Mechanical Preparation (CMP) and an antimicrobial alternative, which may enable the
microbicidal effect to reach the most difficult areas of the Root Canal System (RCS).
Therefore, this study evaluated the action of aPDT on Enterococcus faecalis and
Actinomyces israelii. These microorganisms were identified in samples taken from the
RCS, with the aid of absorbent paper cones, in different stages of the proposed
treatments using the real Time Polymerase Chain Reaction (PCR) methodology.
Twenty-five teeth, anterior and posterior (incisors, canines, and premolars) with a
diagnosis of Pulp Necrosis and presence of periapical lesion were randomly selected.
These teeth were divided into 2 groups: Group 1 (G1) - Endodontic therapy with PQM
and intracanal medication (ICM); Group 2 (G2) - Endodontic therapy with CMP, MIC
and 2 applications of aPDT. The aPDT protocol was performed with the application of
the 0.005% methylene blue photosensitizer (PS), red light, energy of 9 Joules (J), and
wavelength from 400 nm to 660 nm and 90 seconds of application. The samples were
processed by Deoxyribonucleic Acid (DNA) extraction. Microorganisms were identified
using specific primers. Radiographic monitoring was also performed: initial x-ray and
x-ray 60 days after the endodontic treatment ended. The radiographs were evaluated
by two examiners, using scores to classify the periapical repair. Enterococcus faecalis
was found more frequently in G1 when compared to G2. Actinomyces israelii was
found equally in G1 and G2. When the amount of Enterococcus faecalis and
Actinomyces israelii was evaluated between collections 1, 2 and 3, it was observed
that there was no difference, both in G1 and G2. The statistical analysis of the
radiographs was performed first by the Kappa concordance test, which was considered
moderate, and afterwards, the G test was performed, verifying that there was no
association between the variables group and repair classification. APDT did not
promote better results in endodontic treatment, being similar to conventional treatment,
however this work pointed out relevant methodological issues. Therefore, new studies
are required in order to show the possible effectiveness of aPDT.

Keywords: Phototherapy; Enterococcus faecalis; Dental Pulp Necrosis.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos sao considerados os principais fatores etioldgicos das
patologias pulpares e perirradiculares (SJOGREN et al., 1997). Dentre os
microrganismos que podemos encontrar como constituintes da microbiota oral
residente estdo: bactérias, virus, leveduras e protozodrios. Porém, as bactérias séo
0s microrganismos mais dominantes (SIQUEIRA; ROCAS, 2005).

O objetivo do tratamento endodontico é obter a maxima desinfeccdo do Sistema
de Canais Radiculares (SCR) e prevenir a sua reinfeccdo. Porém, mesmo quando o
tratamento endodéntico é realizado dentro do maximo rigor técnico, infeccdes
secundérias e/ou persistentes podem ocorrer, gerando o insucesso do tratamento
(STUART et al., 2006).

Céries dentarias, doencas periodontais, infeccbes endododnticas e numerosas
patologias da cavidade oral tém sido atribuidas a proliferacédo de bactérias orais e sua
capacidade de formar e participar de biofilmes polimicrobianos estaveis (DOTSCH et
al., 2012).

Durante o Preparo Quimico-Mecanico (PQM) dos canais radiculares, realiza-se
a irrigacdo quimica dos canais, com o objetivo de alcancar um efeito bactericida
adequado; (MOHAMMADI; ABBOTT, 2009a; MOHAMMADI; ABBOTT, 2009b)
entretanto, as solugbes de irrigacdo usadas na Endodontia: Clorexidina (CLX) e
Hipoclorito de Sédio (NaOCl) e Medicacéo intracanal (MIC): Hidroxido de Calcio
(Ca(OH)z2), Tricresol Formalina (TF) e Paramonoclorofenol Canforado (PMCC), ndo
conseguem erradicar completamente 0s microrganismos presentes nos canais
infectados (KISHEN; SHRESTHA, 2015).

Alguns microrganismos sao resistentes ao tratamento endoddntico. Dentre
esses microrganismos inclui-se varias espécies anaerobias Gram-negativas tais como
espécies do género Prevotella spp. e espécies anaerdbias Gram-positivas facultativas
como Streptococcus gordonii, Enterococcus faecalis, espécies do género
Actinomyces spp., entre outras (BERUTTI; MARINI; ANGERETTI, 1997).

O Enterococcus faecalis tem sido o microrganismo mais comumente
encontrado no SCR nos casos de infec¢cdes endododnticas (GOMES et al., 2006;
ZOLETTI; SIQUEIRA; SANTOS, 2006), devido a caracteristicas especificas, tais

como: capacidade de colonizar a dentina e os tubulos dentinarios, o que dificulta sua
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remocao pelos meios quimicos e mecanicos (GEORGE; KISHEN; SONG, 2005;
DUGGAN; SEDGLEY, 2007), podendo inclusive resistir a MIC (SALAH et al., 2008) e
as solucdes irrigadoras (OLIVEIRA et al., 2007) e potencial de invasdo intratubular
mesmo em casos de escassez nutricional (DUGGAN; SEDGLEY, 2007; SALAH et al.,
2008).

Os géneros Actinomyces e Propionibacterium também foram associados a
casos de insucesso da terapia endodontica e presenca de lesbes periapicais
assintomaticas (SUNDQVIST; REUTERVING, 1980; HAPPONEN, 1986; BYSTROM
et al., 1987; SJOGREN et al., 1988).

Métodos tém sido pesquisados, na tentativa de eliminar os microrganismos com
eficacia do interior do SCR; dentre estes, destaca-se a combinacdo da terapia
endodontica convencional associada ao uso da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana
(aPDT) (FOSCHI et al., 2007; GEORGE; KISHEN, 2008; ROSA, 2008).

Os irrigantes antibacterianos convencionais mostraram uma relativa
citotoxicidade, que deve ser levada em conta quando se considera o tecido
perirradicular (RAHIMI et al., 2014). Para reduzir esses efeitos colaterais
desfavoraveis, a desinfec¢éo endodéntica assistida por laser ganhou atencéo especial
(BENEDICENTI et al., 2008).

Ademais, investigacdes por microscopia eletrénica de varredura demonstraram
e revelaram a penetracao de bactérias até 1000 ym em tubulos dentinarios em um
modelo de laboratério e, portanto, € muito dificil para os irrigantes quimicos usados
no PQM penetrarem até esta profundidade (BERKITEN; BERKITEN; OKAR, 2000).

Vérios estudos relataram o uso bem sucedido da aPDT em reducédo de
contagens bacterianas no SCR, recomendando-o como um procedimento
antimicrobiano coadjuvante no tratamento endodontico convencional (GARCEZ et al.,
2010; RIOS et al., 2011; VAZIRI et al., 2012; ZAND et al., 2014; MUHAMMAD et al.,
2014).

Diante disso, é importante avaliar a efetividade da aPDT, j4 que ela tem se
mostrado um meétodo coadjuvante ao tratamento endoddntico que demonstra

resultados promissores na desinfec¢cdo do SCR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  MICROBIOLOGIA ENDODONTICA

Microrganismos e seus produtos sdo 0s principais agentes etiolégicos de
patologias pulpares e periapicais (KAKEHASHI; STANLEY; FITZGERALD, 1965;
SUNDQVIST, 1976). A infeccdo endodontica ocorre com a proliferacdo de bactérias
no interior dos canais radiculares que adentraram nesse meio através da exposicao
do dente ao ambiente oral, devido a lesdes cariosas ou traumaticas, causando a
formacao de lesdes perirradiculares persistentes (MARINIC et al., 2015; SUSILA et
al., 2016).

Os microrganismos precisam de vias de acesso para adentrarem o SCR e
iniciar o processo de infeccdo endodontica. Essas vias de acesso podem ser:
exposigdo pulpar em consequéncia de lesbes cariosas, restauragdes iatrogénicas ou
trauma; exposicdo dos tubulos dentinarios em recessées gengivais e fissuras de
esmalte; vias anatbmicas como o forame apical, canais laterais e regido de furca e a
via anacorética (SIQUEIRA JR, J.F. et Réc¢as, I.N., 2011; SIQUEIRA et al., 2011,
RODRIGUEZ-NIKLITSCHEK et al., 2015).

O tratamento endododntico deve ser realizado como medida para eliminar e
desagregar os biofilmes bacterianos e seus subprodutos facilitando assim a reparacao
dos tecidos apicais (MARINIC et al., 2015; TENNERT et al., 2015).

Apesar da prevaléncia de bactérias anaerdbias dentro dos canais radiculares
(HAAPASALO, 1989), espécies aerObias ou anaeroObias facultativas também sao
encontradas na microbiota endodontica (SUNDQVIST et al., 1998). As bactérias
anaerodbias facultativas tém se mostrado mais resistentes as substancias auxiliares
utilizadas no PQM e a MIC quando comparadas as bactérias anaerébias estritas
(MOLANDER et al.,1998).

Quando microrganismos atingem a cavidade pulpar, fatores como o potencial
de oxirreducao, disponibilidade de nutrientes e interagcdes microbianas promovem
uma pressao seletiva sobre eles. Desse modo, esses fatores sdo determinantes para
a selecdo de quais microrganismos colonizardo o sistema de canais radiculares
(SUNDQVIST, 1992).
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Apos o processo de aporte sanguineo, que gera uma menor disponibilidade de
oxigénio no local, seguindo de uma diminuicdo do Potencial de Oxidacdo-Reducéo
(Eh), ocorre a necrose do tecido pulpar e posterior instalagédo da infecgcao endoddntica,
que contribui para a predominancia de bactérias anaerdbias no interior dos canais
radiculares (PASSOS, 2014).

De acordo com o Eh do ambiente, € possivel classificar o predominio das
bactérias locais: aerébias — necessitam de Eh positivo para seu crescimento
(presenca de oxigénio); anaerdbias — necessitam de Eh negativo no ambiente para
seu crescimento (auséncia de oxigénio); facultativos: multiplicam-se tanto com Eh
positivo ou negativo. No caso das bactérias anaerdbias, a presenca de oxigénio se
torna toxico para a células, devido a formacéo de peroxidos letais (PASSOS, 2014).

Na presenca de infeccdo endododntica, as bactérias anaerdbias facultativas séo
prevalentes apenas no primeiro estagio da infeccdo. No segundo estagio, ha
predominéancia de bactérias anaerébias estritas (FABRICIUS et al., 1982).

Menezes et al. (2004) investigaram estudos sobre a dindmica das infecgdes
endodonticas que apontaram para uma relativa proporgdo de microrganismos
facultativos na fase inicial da infeccdo, que condiz com a presenca de maior
guantidade de oxigénio nos tecidos. Apos o inicio da necrose tecidual, a tensédo de
oxigénio diminui devido a auséncia da microcirculacdo sanguinea local, ocorrendo
assim, a diminuicdo da quantidade de bactérias anaerébias facultativas e, por
conseguinte um aumento na quantidade de bactérias anaerébias estritas. O aumento
das bactérias anaerdbias estritas se da devido ao aumento do consumo de oxigénio,
gue cria condicdes restritas e acaba por sustentar o crescimento dessa microbiota
anaerdbia estrita.

As infeccbes endodbnticas podem ser divididas em trés tipos: primarias,
secundarias e persistentes. As infeccdes primarias sdo causadas apos 0s primeiros
microrganismos atingirem as vias de acesso para 0s canais radiculares e entéo iniciar
0 processo de colonizagdo do SCR causando a necrose pulpar (ALVES, 2001;
SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008; SIQUEIRA JR; ROCAS, 2009). As infeccdes
secundarias sdo aquelas causadas por microrganismos que nao estavam presentes
na ocorréncia da infeccdo primaria. Esses microrganismos adentraram o canal
radicular durante ou entre as sessfes de tratamento ou até apos a conclusado do
tratamento endodontico, devido a quebra da cadeia asséptica, seja pelo isolamento

absoluto inadequado ou até pela sua auséncia durante o tratamento, utilizacdo de
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instrumentos endodénticos ndo estéreis, fratura ou perda do selamento coronario
(ALVES, 2001; SAKAMOTO et al., 2008; SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008, SIQUEIRA
JR; ROCAS, 2009; LACERDA et al., 2016). Ja as infeccdes persistentes sdo aquelas
causadas por microrganismos que resistiram ao tratamento endodontico e aos
protocolos de desinfeccdo do SCR, microrganismos estes que apresentam grande
potencial de resistir a periodo longos de privacdo de nutrientes e assim sobreviver
dentro do SCR (SAKAMOTO et al., 2008; SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008, SIQUEIRA
JR; ROCAS, 2009; SUNDQVIST; FIGDOR, 2003).

No Quadro 1 abaixo estdo apresentados 0s microrganismos mais
frequentemente detectados nas infec¢cdes endodénticas, de acordo com o tipo de

infeccéo:

Quadro 1 - Infeccdes endoddnticas e microrganismos mais frequentemente detectados
INFECCAO PRIMARIA | INFECCAO SECUNDARIA | INFECCAO PERSISTENTE

Fusobacterium Enterococcus Actinomyces
Streptococcus Klebsiella Enterococcus Eubacterium
Prevotella Enterobacter Propionibacterium
Eubacterium Pseudomonas Fungos

Actinomyces Acinetobacter

Campylobacter Escherichia

Propionibacterium Fungos

Porphyromonas

Peptostreptococcus

Fonte: SIQUEIRA JR.; LOPES, 1999

A presenca de oxigénio no interior dos canais radiculares € algo essencial para
a sobrevivéncia de bactérias aerdbias, porém altamente toxica para as bactérias
anaerodbias. A respiracdo aerobia ocorre através da geracao de energia (sob a forma
de Adenosina Tri-fosfato (ATP)) em sitios especificos da cadeia de transporte de
elétrons via fosforilagcdo oxidativa, tendo o oxigénio como receptor final de elétrons. O
fator que causa a sensibilidade das bactérias anaerdbias ao oxigénio € o fato de que

elas ndo apresentam mecanismos protetores, ao contrario das bactérias aerdbias que
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possuem uma grande variedade de enzimas que as protegem (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2006b).

Quando ha oxigénio local, dois subprodutos das atividades das enzimas
oxidativas sédo formados: radical superoxido (O2-) e peroxido de hidrogénio (H20x2).
Esses subprodutos sdo formados durante a sintese de ATP. Ocorre uma reacdo onde
o radical superoxido é convertido em oxigénio (O2) e em H202, através da enzima
superoxido dismutase. Essa reacao ocorre em todas as bactérias aerdbias estritas e
na maioria das bactérias anaerobias facultativas. O peroxido de hidrogénio é
convertido em oxigénio molecular e agua pela enzima catalase, lembrando que
algumas bactérias anaerdbias facultativas ndo possuem a enzima catalase em sua
composicdo. O que explica o fato das bactérias anaerdbias estritas morrerem em
presenca de oxigénio é devido ao fato de que elas ndo produzem a enzima catalase
e hem a enzima superoxido dismutase, assim, se tornam sensiveis aos efeitos téxicos
do superédxido e do peroxido de hidrogénio (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2006a).

O controle efetivo da infeccdo bacteriana no SCR é critico para 0 sucesso pés-
tratamento da terapia endodoéntica. Foi demonstrado que a infec¢cdo endoddntica em
dentes com necrose pulpar e periodontite apical é de natureza polimicrobiana com
alta prevaléncia de microrganismos anaerobios, particularmente bactérias gram-
negativas (ASSED et al., 1996), que se disseminam pelo SCR e alcan¢gam a superficie
radicular externa (biofilme apical) (LEONARDO et al., 2002).

A infeccdo extra radicular é inacessivel aos procedimentos de limpeza e
modelagem, permitindo a persisténcia e multiplicacdo dos microrganismos e levando
a baixas taxas de sucesso quando nenhuma medicacédo antibacteriana é usada e uma
terapia endoddntica de uma consulta é realizada (LEONARDO et al., 1993).

Embora o desbridamento quimiomecéanico do canal radicular seja bastante
eficaz, a completa desinfec¢do de areas inacessiveis é por vezes dificil de alcancar e
continua a ser um desafio devido a anatomia complexa e resisténcia do biofilme
(SHEN et al., 2012).

Dentre as causas de insucesso ap6s o tratamento endodéntico esta a
persisténcia de microrganismos no interior do SCR. Esse insucesso se deve a
presenca de metabdlitos toxicos e a formacao de biofilme, que agem como foco de
infeccédo, perpetuando-a (GOMES et al., 2006)
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Diferentes técnicas tém sido utilizadas para a avaliacdo de bactérias na
cavidade oral e SCR (ZAND et al., 2014), incluindo cultura bacteriana e contagem de
colénias como uma das mais antigas técnicas. No entanto, as limitacdes destas
técnicas incluem a natureza incultivavel de alguns microrganismos, a alta
sensibilidade da técnica durante a amostragem e transferéncia para o laboratorio,
dependéncia da habilidade e pericia do técnico (SEDGLEY et al., 2005).

Técnicas moleculares foram introduzidas para identificacdo de microrganismos
com Vérias vantagens, incluindo a deteccdo de espécies cultivdveis e incultivaveis,
alta precisdo e especificidade, alta sensibilidade, ndo necessidade de controlar
condi¢cBes anaerdbias, a capacidade para realiza-las durante a terapia antimicrobiana,
facil transferéncia das amostras para o laboratério e deteccdo de microrganismos
viaveis. Varios estudos utilizaram técnicas baseadas na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para identificar os microrganismos presentes no interior do SCR
(DUMANI et al., 2012; SEELAN et al., 2015; GUPTA-WADHWA; WADHWA; DUHAN,
2016).

2.1.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis € um anaerdbio facultativo que tem sido evidenciado em
aproximadamente 77% dos casos de falhas dos tratamentos endoddnticos,
representando uma ameaca ao sucesso do tratamento (TENNERT et al., 2015). Isso
esté associado a resisténcia contra os efeitos bactericidas dos agentes mais utilizados
durante o tratamento endodéntico, como o0 NaOCl e a CLX (GOMES et al., 2006;
SUSILA et al.,, 2016). Portanto, torna-se necessario novas Ca(OH): formas de
combater a infeccdo endoddntica (SHETESTHA; KISHEN, 2014; JURIC et al., 2014;
COSTA et al., 2016).

Enterococcus faecalis € o microrganismo mais comumente encontrado em
infeccbes persistentes, quando comparado as infecgbes primarias (ROCAS et al.,
2004; TENNERT et al., 2014). No estudo de Rocas et al. (2004), ao utilizar a técnica
da PCR para andlise microbiolégica, ele relata uma menor porcentagem de

Enterococcus faecalis em infec¢des primarias. Enterococcus faecalis foi encontrada
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em 20 (67%) de 30 dentes que apresentavam insucesso no tratamento endodontico
ja realizado e 9 (18%) de 50 dentes que apresentavam infeccao primaria.

Essa bactéria apresenta resisténcia a maioria das medicagfes intracanais,
principalmente ao Ca(OH)2, tolerando um Potencial Hidrogenibénico (pH) de até 11,5,
e tém capacidade de proliferacéo e desenvolvimento de infec¢do, o que dificulta a sua
eliminacdo do SCR através de métodos convencionais (SIQUEIRA et al., 2008).

Na maioria das vezes, Enterococcus faecalis apresenta resisténcia aos agentes
microbianos e antibiéticos empregados durante o tratamento endoddntico. Essa
resisténcia se deve ao fato de que Enterococcus faecalis possui capacidade de formar
bioflme no SCR, tornando-o um microrganismo altamente resistente aos
antimicrobianos (DUNAVANT et al., 2006; STUART et al., 2006).

Em uma revisao de literatura feita por Gilbert, Das & Foley (1997), foi abordado
quais 0os mecanismos usados pelos biofilmes bacterianos que dédo a eles maior
resisténcia ao uso de agentes microbianos e antibiéticos. Foi relatado que, apesar de
alguns aspectos da resisténcia do biofilme ainda ndo serem esclarecidos, acredita-se
gue os mecanismos dominantes estdo relacionados a ambientes nutricionalmente
modificados e a supressdo do crescimento no interior da comunidade. O biofilme
bacteriano favorece a recorréncia de infeccbes devido a sua baixa susceptibilidade
aos agentes antimicrobianos.

Outro fator que favorece a recorréncia de infeccdes é que o sistema de defesa
do hospedeiro ou a administracdo sistémica de antibioéticos ndo conseguem acessar
0S microrganismos remanescentes que se encontram dentro do SCR (DUNAVANT et
al., 2006; JOHNSON; FLANNAGAN; SEDGLEY, 2006).

O estudo de Costerton, Stewart & Greenberg (1999) definiu biofilme bacteriano
como uma comunidade estruturada de células bacterianas, envolvida em uma matriz
polimérica hidratada, aderida a uma superficie inerte ou viva. O modo de crescimento
bacteriano confere a essas comunidades uma forma de crescimento protegido, que
permite sua sobrevivéncia em ambientes com caréncia nutricional e confere alta
resisténcia aos agentes antimicrobianos. Este estudo ainda ressaltou que essa
formacao é encontrada na maioria das raizes com infec¢des bacterianas persistentes
e crbnicas e, devido ao crescimento lento, o paciente também apresenta sintomas
lentamente. Outra observacgao, é que as células bacterianas desenvolvidas em uma
superficie sofrem adesédo, formam um biofilme e adotam um fenoétipo diferente de sua

célula plancténica.



22

Algumas hipoteses sdo levantadas para explicar a reduzida susceptibilidade do
biofilme aos agentes antimicrobianos, como: a dificuldade de penetracao dos agentes
microbianos, a possibilidade de inativagdo do agente microbiano e a existéncia de
microrganismos com crescimento lento ou em estado de repouso. H& também
evidéncias de que o biofilme bacteriano tende a resistir também as forcas mecanicas
de remocao durante o PQM e as defesas especificas e ndo especificas do hospedeiro
(SOUKOS et al., 2003).

Microrganismos do género Enterococcus spp. podem permanecer em fase
latente, com uma baixa taxa metabdlica por um periodo de tempo. Essa fase latente
€ inativada quando ocorrem mudancas ambientais, como uma infiltragdo coronaria,
gue pode modificar as condi¢des nutricionais do ambiente e contribuir para a ativagao
destes microrganismos e conseqiiente proliferacdo dos mesmos (CHAVEZ DE PAZ
et al., 2003).

A presenca da Enterococcus faecalis no SCR é associado a um progndstico
desfavoravel para o tratamento endodontico. A alta prevaléncia de cepas isoladas de
Enterococcus faecalis em dentes com lesdes perirradiculares associadas, sugere que
essa espécie estd envolvida na patogénese de lesbes endododnticas recorrentes
(ZOLETTI; SIQUEIRA; SANTOS, 2006).

O género Enterococcus spp. pode ser isolada de areas do corpo ricas em
nutrientes, mas pobre em oxigénio, como a flora normal do trato gastrintestinal e a
cavidade oral. Dentre as espécies que apresentam importancia clinica estédo
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, que sdo responsaveis por grande
parte das infec¢des de origem endodéntica (TORTORA; FUNKE; CASE, 2008).

O microrganismo Enterococcus faecalis é altamente resistente ao PQM e é
geralmente encontrado em casos de falha do tratamento do canal radicular
(PINHEIRO et al., 2003). Este microrganismo tem varios fatores de viruléncia e
capacidade de resistir a periodos prolongados de limitacdo de nutrientes, persistindo
como um patdgeno no canal radicular (TENDOLKAR; BAGHDAYAN; SHANKAR,
2003; FIGDOR; DAVIES; SUNDQVIST, 2003).

Foi descrito na literatura, que Enterococcus faecalis é a espécie mais
frequentemente encontrada em casos de retratamento com prevaléncia de até 90%;
enquanto outras bactérias menos frequentes, como estreptococos, também foram

encontradas em casos de retratamento (ROCAS et al., 2004).
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Enterococcus faecalis possui capacidade de penetrar nos tabulos dentinarios,
aderir ao colageno, além de ser capaz de catabolizar uma grande variedade de fontes
de energia, permitindo sua sobrevivéncia por longos periodos de tempo em ambientes
de extremo pH alcalino (TENDOLKAR; BAGHDAYAN; SHANKAR, 2003;
CHIVATXARANUKUL; DASHPER; MESSER, 2008), sem interagir com outros
microrganismos (STUART et al.,, 2006) e com auséncia de nutrientes, através da
diminuicdo de seu estado metabdlico (FIGDOR et al., 2003). Possui enzimas liticas,
substancia de agregacao, adesinas de superficie, citolisinas e &cido lipoteicdico,
producdo extracelular de superoxido. Apresenta a capacidade de distribuir sua
viruléncia entre outras espécies bacterianas, formando um biofilme, que dificulta sua
destruicdo por células fagociticas (JETT; HUYCKE; GILMORE, 1994; KAYAOGLU,;
ORSTAVIK, 2004).

Portanto, atualmente Enterococcus faecalis tem sido o microrganismo de
escolha para a realizacdo de testes antimicrobianos in vitro de diferentes solucdes
irrigadoras, medicamentos e cimentos endodonticos (VIANNA et al., 2004; ESTRELA
et al., 2008; GUERREIRO-TANOMARU et al., 2011; SABRAH; YASSEN; GREGORY,
2013; BAILON-SANCHEZ et al., 2014; DU et al., 2014).

2.1.2 Actinomyces israelii

Espécies Actinomyces exibem diferentes graus de patogenicidade.
Actinomyces israelii € de longe a espécie mais comum envolvida em humanos,
causando além de infec¢cBes dentérias, infec¢des cervico-facial, toracica e abdominal
(SLACK; GERENCSER, 1975).

Em 1878 foi descrito o primeiro caso de infeccéo cervico-facial e toracico com
envolvimento da espécie Actinomyces. A partir dai, foi introduzido entdo o termo
“actinomicose” (ISRAEL, 1878). Em 1889, outro caso foi apresentado seguido do
isolamento da espécie Actinomyces israelii (BUJWID, 1889).

Podemos encontrar na microbiota bucal dois tipos de classificacdo para as
espécies Actinomyces, a maioria delas sdo anaerObias facultativas e outras sao

anaerobias estritas. Sdo bactérias que utilizam o carboidrato do meio para produzir
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acido férmico, acido acético, acido latico e acido succinico (MAIDEN; LAI; TANNER,
1992; BOWDEN, 1998).

A actinomicose € descrita como uma doenca infecciosa granulomatosa,
acompanhada de supuracao, formacao de abscessos e drenagem através dos tratos
sinusais, que podem irromper na pele ou na mucosa oral. A drenagem é composta
por supuragcdo que contém “granulos de enxofre”, que sdo pequenas coldnias de
bactérias (SMEGO JR; FOGLIA, 1998).

O crescimento das espécies Actinomyces nos tecidos do hospedeiro se d4 em
aglomerados microscépicos ou macroscopicos, que podem atingir diametros de 3 a 4
mm (SLACK; GERENCSER, 1975). Quando ocorre a drenagem pelos tecidos moles
através dos tratos sinusais, a supuragdo apresenta uma aparéncia amarelada, por
isso é dado o nome de “granulos de enxofre”, mesmo que ndo haja uma evidéncia
certa que contenha enxofre na composicado da supuracdo (SUNDE et al., 2002). Os
“granulos de enxofre” se apresentam como uma massa de filamentos bacterianos
ramificados e entrelagados entre si, que sao unidos por uma matriz extra-celular e os
bastbes irradiam-se através da periferia. Ao analisar microscopicamente um
aglomerado de espécies Actinomyces € possivel ver que os “granulos de enxofre”
formam “raios” que se projetam a partir da massa de filamentos. Devido a essa
aparéncia, deu-se o nome a espécie de Actinomyces ou “ray fungus”. A formacao dos
“granulos de enxofre” se deve em resposta as defesas do hospedeiro, de modo que
isso dé ao microrganismo uma prote¢ao contra respostas imunoldgicas e ao processo
de fagocitose (BOWDEN, 1998). Nao € em todos 0s casos que podemos afirmar que,
a partir da drenagem da supuragcao com presenca de “granulos de enxofre”, se trata
de uma actinomicose. Nao € sé as espécies Actinomyces que apresentam essa
aparéncia, mas também outras espécies de bactérias (SLACK; GERENCSER, 1975).

Apesar de a Actinomyces apresentar uma baixa patogenicidade, quando
ocorrem traumas bucais, procedimentos cirargicos ou até uma infec¢céo prévia, esses
acontecimentos geram um meio aberto para a entrada desses microrganismos. Assim,
o local pode ficar propicio ao estabelecimento de uma infeccdo cronica, com
conseguinte formacdo de secrecdo purulenta, podendo se espalhar pelos tecidos
circundantes do hospedeiro (HIRSHBERG et al., 2003). A partir desse momento, pode
haver a instalagdo de um Abscesso Agudo. Nos casos onde haja o risco de uma co-
infeccdo, as outras bactérias que também invadiram o local podem influenciar na

patogenicidade da Actinomyces, aumentando assim a sua viruléncia, e por
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conseguinte a sua patogenicidade que no inicio da infeccdo era baixa (PETERS;
WESSELINK; VAN WINKELHOFF, 2002).

Actinomyces € um microrganismo que compdem normalmente a microbiota
bucal indigena e tem sido apontado como um causador da infeccdo endoddntica
(HIRSHBERG et al., 2003; RICUCCI; SIQUEIRA JR, 2008).

Nos estagios iniciais da infeccdo endodontica, espécies do género Actinomyces
raramente estao presentes. Elas sdo encontradas com mais frequéncia em infecgbes
persistentes e lesdes extra-radiculares (SUNDE et al., 2002; SIQUEIRA et al., 2002a;
SIQUEIRA; ROCAS, 2003; XIA; BAUMGARTNER, 2003; SIGNORETTI et al., 2011).
Séo considerados a causa exclusiva da infeccéao extraradicular, também chamada de
actinomicose periapical. Alguns estudos analisaram a microbiota de dentes que ja
possuiam tratamento endodéntico e apresentavam Periodontite Apical apés o
tratamento e confirmaram a existéncia de espécies Actinomyces nesses dentes em
uma faixa de 3% a 24% (MOLANDER et al., 1998; ROLPH et al., 2001; PINHEIRO et
al., 2003). Contudo, no estudo de Haapasalo, Udnaes e Endal (2003), foi relatado que
0 género Actinomyces spp. pode ser frequentemente isolado de casos de periodontite
apical primaria, além de outras bactérias, como: Prevotella spp., Porphyromonas spp.,
Propionibacterium spp., Streptococcus spp e Lactobacillus spp.

A actinomicose periapical é provocada pela espécie Actinomyces e acredita-se
que seja uma lesdo periapical ndo resolvida associada a infec¢ao actinomicotica e foi
sugerida como fator contribuinte na perpetuacédo de imagens radiollcidas periapicais
apos o tratamento endodoéntico (SAKELLARIOU, 1966; SJOGREN et al., 1988). O
diagnéstico da actinomicose periapical s6 pode ser confirmado apds a remocao
cirirgica da lesao e realizacdo do exame histopatologico (SMEGO JR; FOGLIA,
1998).

Nos estudos de Sundqvist & Reuterving (1980) e O’Grady & Reade (1988), a
Actinomyces israelii foi apontado como um microrganismo que repetidamente é
encontrado nos tecidos periapicais de casos que ndo obtiveram sucesso clinico apés
o tratamento endoddntico convencional e que esta diretamente implicado nos casos
de actinomicose periapical.

Um estudo isolou repetidamente uma linhagem de Actinomyces israelii do canal
radicular de um caso resistente a terapia e mostrou a presengca do mesmo organismo
no tecido periapical por uma técnica imuno-histoquimica (SUNDQVIST,;
REUTERVING, 1980).
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Alguns estudos analisaram as taxas de deteccdo de Actinomyces em amostras
clinicas endodonticas, e os resultados variaram de 9% entre 53 amostras examinadas
por uma analise que verifica o Acido Desoxirribonucleico (DNA), chamado DNA-DNA
checkerboard (SIQUEIRA et al., 2002a) a 56% entre 129 amostras examinadas pela
PCR (XIA; BAUMGARTNER, 2003).

Ainda ndo ha um completo entendimento da relacdo entre o tratamento
endoddntico e o desenvolvimento e propagacao da infec¢do actinomicotica. A espécie
Actinomyces se apresenta normalmente como um parasita oral, dessa forma, quando
ocorre a perda do selamento coronario e a obturacdo do canal radicular fica exposta
ao contato da saliva, o microrganismo pode atingir o tecido perirradicular e causar a
actinomicose periapical (SIQUEIRA JR, 2001). Devido ao fato de a Actinomyces se
agregar por meio de colonias, isso facilita 0 seu escape do sistema de defesa do
hospedeiro, podendo entédo persistir na regido periapical por mais tempo (FIGDOR et
al., 1992).

Ainda se discute muito sobre como funciona o0 mecanismo patogénico da
Actinomyces. Algumas evidéncias podem ser utéis na explicacdo de como funciona a
infeccdo actinomicotica. O tecido necrosado da polpa dentaria ndo oferece resisténcia
durante a invasdo por esses microrganismos, exceto quando ocorrem pressdes
seletivas que sao exercidas por condicdes ambientais, que acabam por ser um meio
adequado para as espécies Actinomyces. Algumas espécies do género Actinomyces
possuem estruturas fimbriais que desempenham papel importante na co-agregacao
bacteriana no interior do SCR, tornando o meio adequado para a sobrevivéncia
desses microrganismos no interior da lesdo periapical. As fimbrias presentes na
estrutura desse microrganismo permitem a sua adesao a parede do canal radicular e
aos restos dentinarios que sao levados para fora do forame apical durante o PQM. As
fimbrias também contribuem para que esses microrganismos se agarrem a outras
bactérias presentes dentro do SCR, logo, avancando para os tecidos periapicais do
hospedeiro (FIGDOR et al., 1992).

Nos casos em que ha a confirmacéo de infeccédo pelo género Actinomyces, nao
€ necessario o uso de antibioticoterapia, devido a confirmacao de que essas espécies
séo sensiveis ao NaOCl e ao Ca(OH)2 (BARNARD; DAVIES; FIGDOR, 1996).

Actinomyces israelii € um microrganismo que apresenta a alta capacidade de
escapar da destruicédo e eliminacdo pelas células fagociticas do hospedeiro devido ao

fato de ser estabelecer dentro do SCR em forma de colbnias coesivas e de apresentar
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como caracteristica estrutural as fimbrias que se ramificam no tecido periapical, se

tornando a chave principal para a sua patogenicidade (FIGDOR et al., 1992).

2.2 PREPARO QUIMICO-MECANICO

O PQM é uma etapa do tratamento endodéntico que engloba o uso da
instrumentacdo mecanica associada a uma substancia quimica irrigadora do canal
radicular. Esse método foi considerado por muito tempo 0 método mais eficiente de
desinfeccdo endodontica e resolugéo de infecgbes intrarradiculares (AKCAY et al.,
2016). Atualmente, é observado que apesar do PQM convencional, utilizando
instrumentacdo mecéanica e solucdes quimicas, ter eficiéncia comprovada, o
tratamento endoddéntico convencional pode apresentar insucessos frente a casos de
infeccao persistente (VERA et al., 2012).

A limpeza e modelagem dos canais radiculares é realizada através do PQM
utilizando instrumentos endodonticos e substancias quimicas. A limpeza é realizada
objetivando a remocao de todo o tecido pulpar vivo ou necrosado, eliminacdo ou
reducdo da carga microbiana presente no sistema de canais radiculares,
proporcionando assim, um meio favoravel a reparacdo dos tecidos perirradiculares
(LOPES; SIQUEIRA JR; ELIAS, 2004).

Através da instrumentacao, irrigacdo e MIC, buscamos a completa limpeza do
SCR. Esses trés procedimentos devem ser usados de forma combinada no tratamento
(CARDOSO, 2008).

Para que o tratamento endodéntico obtenha sucesso € necessario que seja
realizado um correto PQM e que a obturacao dos canais radiculares esteja hermética
e tridimensional (AKCAY et al., 2016).

O PQM do canal radicular € uma etapa muito importante durante todo o
tratamento endoddntico, pois, quando se tem a presenca de infeccdo endodontica e
bactérias localizadas no interior do SCR, os mecanismos de defesa do hospedeiro,
normalmente, ndo conseguem combater sozinho essa infecgéo. Assim, o PQM utiliza
de recursos quimicos (solucéo irrigadora), fisicos (irrigacao e aspira¢cédo) e mecanicos

(instrumentag&o) na tentativa de remover bactérias localizadas tanto na luz do canal
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como no interior dos tubulos dentinarios, aumentando o potencial de sanificacdo dos
canais radiculares (LEONARDO, 2005).

Para que se obtenha a sanificacdo dos canais radiculares, é necessario o efeito
tanto quimico como mecéanico das solugdes irrigadoras (BERBER et al., 2006). A
eficiéncia de uma solucdo irrigadora depende de varios fatores, como: volume
empregado, temperatura, tempo de contato, profundidade de penetracdo da agulha
irrigadora, calibre da agulha, tensdo superficial do irrigante e o tempo decorrido de
sua fabricacdo (LEONARDO, 2005).

O procedimento de irrigacdo dos canais radiculares durante o tratamento
endodoéntico tem um importante papel na eliminagcéo ou redug¢éo dos microrganismos.
O objetivo das solugbes irrigadoras € de remover debris, lubrificar as paredes
dentinarias, dissolver matéria organica e atuar com poder antibacteriano (SIQUEIRA
JR et al., 2000; SIQUEIRA JR et al., 2002b).

As solucbes irrigadoras sdo empregadas durante o tratamento endodontico,
como forma de tentar eliminar os agentes patoldgicos resistentes ao PQM, atuando
entdo ndo s6 como um agente antimicrobiano, mas também como potencializador na
remocao de detritos, aumentando as taxas de sucesso da instrumentacdo dos canais.
Durante o tratamento endodontico € possivel utilizar diversos tipo de substancias
irrigadoras. As mais comuns na pratica clinica sdo: NaOCl, CLX e Acido
Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) (ABRAHAM, 2015).

O uso de solugdes irrigadoras durante o tratamento endododntico proporciona
um alcance maior a sitios de dificil acesso, em que a instrumentacédo ndao conseguiu
chegar. Entre os maiores obstaculos para se conseguir a completa sanificacdo e
modelagem dos canais radiculares esta: a presenca de inumeros tubulos dentinarios
nas raizes, presenca de microrganismos em biofime e na regido de tdbulos
dentinarios e formacédo de smear layer durante a instrumentacdo (TORABNEJAD,
2002).

A etapa de irrigagédo dos canais radiculares deve ser realizada de forma critica,
pois o canal radicular € composto por tercos (cervical, médio e apical) e cada um
destes tercos apresenta caractéristicas proprias que exigem uma abordagem diferente
para cada um (IRALA et al., 2012).

A MIC é utilizada para eliminacdo de bactérias remanescentes apés o PQM,
diminuicdo da dor e inflamacdo dos tecidos periapicais, neutralizacdo dos restos

teciduais, como barreira de preenchimento temporario e para ajudar a remover
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exsudatos persistentes (CHAN et al., 1992; GHODDUSI et al., 2006; MOLANDER et
al., 2007).

Um importante papel desempenhado pela MIC é de impedir a proliferagcdo de
microrganismos dentro do SCR, que podera ocorrer caso haja um restabelecimento
de um ambiente de anaerobiose, apds realizacdo de um selamento coronario
provisorio, caso ainda existam microrganismos remanescentes ao PQM (GAMA et al.,
2008).

O uso da MIC como agente desinfectante em dentes portadores de lesao
perirradicular € muito importante, ja que se concluiu que o PQM sozinho ndo é capaz
de erradicar a infeccdo do SCR (SIQUEIRA JR; ROCAS; LOPES, 2002; SIQUEIRA
JR et al., 2002b).

No estudo de Tuncer et al. (2014), os autores afimaram que o sucesso do
tratamento endodontico esta diretamente ligado ao adequado desbridamento quimico-
mecanico. Contudo, em seu estudo, verificou-se que cerca de 35% das superficies
radiculares sdo inacessiveis a instrumentacao por conta de sua complexa anatomia.

O maior desafio atual na Endodontia é conseguir a completa sanificacdo do
SCR e com isso a preservacao do dente tratado endodonticamente na cavidade oral
(SCHOORP et al., 2006).

Mesmo seguindo todos os protocolos do tratamento endoddntico de forma
correta, o sucesso clinico do tratamento ndo é certo, devido a existéncia de muitos
fatores que ndo estdo sob o controle do operador. Dentres esses fatores estao:
composicao tubular da estrutura dentinaria — que favorece a formacéo de um biofilme
bacteriano em seu interior, complexidade morfolégica do SCR e a presenca de
situacdes patoldgicas ou anormais como calcificagdes ou reabsor¢des internas. Todos
esses fatores podem contribuir para o insucesso do caso clinico (PLOTINO; GRANDE;
MERCADE, 2019).

A complexidade do SCR - existéncia de istmos, ramificacbes e rede de
microtubulos, dificulta a completa sanificacdo do canal radicular durante o PQM
convencional. Uma sanificacdo completa em canais que apresentam infec¢ao se torna
complicada se for realizada apenas com abordagens convencionais (VERA et al.,
2012).

Portanto, atualmente vem sendo introduzido durante o PQM dos canais

radiculares, métodos coadjuvantes que buscam aumentar o sucesso clinico do
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tratamento endodoéntico, de forma a impedir a proliferacdo microbiana (LEONARDO,;
LEONARDO, 20186).

2.3 TERAPIA FOTODINAMICA

A PDT foi relatada na literatura médica, pela primeira vez, em 1941, sendo
definida como uma reacdo entre Fotossensibilizador (FS) e luz, gerando efeito
citotoxico através de reacdes oxidativas. Nessa terapia, um agente quimico (corante)
é utilizado e ativado por luz (sensibilizacdo) causando morte celular, principalmente,
por apoptose (FAN et al., 1996; WAINWRIGHT, 1998; MACHADO, 2000; ACKROYD
et al., 2001 LEE; BIRD; WALSH, 2004; ALFENAS et al., 2011).

Na reviséo de literatura escrita por Ackroyd et al. (2001) fala-se que o conceito
da PDT é conhecido por mais de 100 anos, quando Oscar Raab publicou o primeiro
artigo falando sobre efeitos fotodinamicos e ao utilizar o corante de acridina observou
gue sua baixa concentracdo na presenca de luz podia ser letal aos paramécios, o
protozoario causador da maléaria. O efeito letal era causado pela transferéncia da
energia da luz para a substancia quimica, similar ao que ocorre nas plantas pela
absorcao da luz pela clorofila. Os autores também relataram que a primeira aplicacdo
da PDT na Medicina foi atribuida a Tappeiner e Jesionek em 1903, que utilizaram a
aplicacao tépica do corante eosina e exposicao a luz para tratamento de cancer
cutaneo. Em 1907, Von Tappeiner denominou este fenbmeno de acéo fotodinamica.
A partir disso, deram inicio as pesquisas nesta area, principalmente no combate ao
cancer, na busca de novos fotossensibilizantes e novas fontes de luz.

Na Endodontia, o uso do laser foi relatado por Weichman & Johnson em 1971,
mas apenas recentemente o seu uso tem sido reconhecido e indicado. Os lasers sao
considerados segundo a literatura, um eficiente coadjuvante na reducao bacteriana
intracanal (WALSH, 2003).

A utilizagdo de lasers de alta poténcia oferece bons resultados na
descontaminacao dos canais radiculares, porém, o aumento de temperatura, inerente
ao processo, torna o procedimento um tanto quanto duvidoso, devido a possibilidade
de causar injurias ao tecido adjacente. Por outro lado, os lasers de baixa poténcia

requerem uma tecnologia menos complexa, sS40 mais compactos e apresentam um
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custo reduzido, o que favorece seu uso durante a pratica clinica (GARCEZ et al.,
2003).

Alguns estudos tém demonstrado resultados satisfatorios e demonstram uma
reducgé&o bacteriana significativa no SCR (BONSOR et al., 2006; SOUKQOS et al., 2006;
WILLIAMS; PEARSON; COLLES, 2006).

Para atingir a completa sanificacdo do SCR, vem sendo necessario a utilizacéo
de técnicas coadjuvantes a técnica de instrumentacdo dos canais radiculares. Desse
modo, a insercdo do uso da irradiagdo laser de baixa intensidade, vem sendo
apontada como uma nova abordagem para auxiliar na eliminacao de microrganismos
presentes no SCR. Diferentemente do uso dos instrumentos endodénticos e solucdes
irrigadoras, a luz laser pode ser redirecionada, em virtude de sua transmissao atraves
dos prismas de esmalte e tubulos dentinarios, agindo efetivamente ao longo de todo
0 canal, assim, a técnica utilizando o laser ndo vé a complexidade anatdmica como
um obstaculo a eliminacéo dos microrganismos presentes no SCR (SEAL et al., 2002).

O uso do laser de baixa intensidade como terapia antimicrobiana, ndo promove
aumento na temperatura do tecido circundante. A sua aplicagdo néo altera a
temperatura do tecido circundante em mais de 7° C, o que impossibilita qualquer dano
tecidual, favorecendo assim a sua utilizacdo durante o tratamento endoddéntico
(GUTKNECHT et al., 2005).

Os lasers de baixa poténcia sdo as fontes de luz mais utilizadas, eles sao
monocromaticos em um comprimento de onda especifico para a ativacdo do FS
(O’'NEIL; WILSON; WAINWRIGHT, 2003; GAD et al., 2004).

A terapia com laser de baixa intensidade ndo oferece risco de resisténcia
microbiana, sendo assim considerado um método coadjuvante ao tratamento
antimicrobiano (GARCEZ et al., 2007)

A aPDT é um procedimento em duas etapas, incluindo a aplicacdo de um FS
(passo 1: fotossensibilizacdo do tecido infectado) que é seguido pela iluminacédo de
luz deste tecido (passo 2: irradiacdo do tecido fotossensibilizado) resultando em
fotoquimica toxica e lise celular (KISHEN, 2012).

A ativacdo do FS ocorre através de exposi¢cao a luz com um comprimento de
onda na presenca de oxigénio e gera oxigénio singleto e radicais livres, levando a
dano letal das células bacterianas, por exemplo danos no DNA e danos na membrana
citoplasmatica (KONOPKA; GOSLINSKI, 2007; GURSOY et al., 2013).
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A aPDT deve ser realizada baseada na triade: fonte de luz, FS e oxigénio, uma
vez que a energia absorvida pelo FS é transferida a molécula de oxigénio, dando
origem a reacdo oxidativa. Como o oxigénio reage com qualquer micromolécula,
qualquer microrganismo pode ser alvo da PDT (SCHACKLEY et al., 1999).

O laser de baixa intensidade s6 consegue acao bactericida se associado a um
FS (WILSON, 2004). A maior parte das espécies bacterianas ndo apresenta
componentes fotossensiveis, assim, se torna necessario a utilizagdo de um composto
para atrair a luz e iniciar a formagao de radicais livres. A habilidade de um componente
em absorver luz incidente ndo significa necessariamente que ele possa atuar como
um FS. Para produzir efeito antimicrobiano, o FS deve apresentar picos de absorcao
proximos ao comprimento de onda da luz utilizada e ndo devem apresentar toxicidade
ao hospedeiro (WILSON et al.,, 1992). Portanto, as células que nao apresentam
componentes fotossensiveis enddégenos podem se tornar sensiveis a luz quando
coradas com substancias como o azul de toluidina, azul de metileno, eosina e
hematoporfirinas (WILSON, 1993).

Durante a aPDT ocorre um processo fotoquimico em que a excitacao eletrénica
do FS provoca dois mecanismos: tipo | — transferéncia de elétrons - e tipo Il —
transferéncia de energia. No mecanismo tipo |, ha a formacao de produtos oxidados e
ocorre em cerca de 5% da reacdo. Nos outros 95%, ocorre 0 mecanismo tipo I, mais
desejavel e responsavel pela apoptose que, diferentemente da necrose, ndo provoca
injuria aos tecidos adjacentes. Na apoptose, a célula tem morte programada e
formacdo de vesiculas (corpos apoptoticos) que sédo fagocitadas por macréfagos
posteriormente. Como nao ha lise celular, ndo ha extravasamento do conteludo
citoplasmatico, evitando assim, leséo tecidual. Isso torna a aPDT uma terapia eficaz
e segura (KRISTIANSEN; AMARAL, 1997; KUBLER et al., 1998; GAD et al., 2004).

Além disso, ao contrario dos antibiéticos, que tém um unico alvo na célula
microbiana, as espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas a partir da reacao
fotodindmica podem danificar multiplas estruturas celulares, reduzindo as chances de
desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes a aPDT (KONOPKA,;
GOSLINSKI, 2007).

Como qualquer modalidade de tratamento, a aPDT deve idealmente ter a
capacidade de destruir os microrganismos responsaveis pela doenca sem causar
danos aos tecidos saudaveis circundantes do hospedeiro. Baixa toxicidade e efeito
rapido sdo qualidades desejaveis da aPDT (SOUKOS; GOODSON, 2011). Foi
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estabelecido que os FS, que tem uma forte carga catibnica, pode rapidamente se ligar
e penetrar nas células bacterianas e, assim, estes compostos apresentam um alto
grau de seletividade de microrganismos sobre as células hospedeiras (MAISCH et al.,
2005).

A aPDT se destacou rapidamente, por ser uma alternativa antimicrobiana, com
largo espectro e grande potencial de acdo (SANTIN et al., 2014), além de possibilitar o
alcance do efeito microbicida as areas mais dificeis dentro do SCR, onde muitas vezes
nem mesmo o0s agentes de defesa do hospedeiro conseguem chegar (DUNAVANT et
al., 2006). Esses fatores, associados a facil aplicabilidade e viabilidade clinica,
colaboraram para aumentar o nimero de profissionais que a utilizam, bem como o
reconhecimento da técnica (DE MIRANDA; COLOMBO, 2018).

A aPDT parece ser um método coadjuvante eficaz no tratamento endoddntico,
uma vez que os relatérios mostraram um grau adicional de reduc&o microbiana in vitro
e in vivo quando o uso de aPDT é feita apos o PQM (GARCEZ et al., 2007; FIMPLE
et al., 2008; GARCEZ et al., 2010; SABINO et al., 2015; KOSARIEH et al., 2016).

Foi confirmado que a aPDT leva a uma significativa reducdo da carga
bacteriana intracanal, se comparado a terapia convencional. Estudos comprovam a
efetividade da aPDT aos grandes causadores de persisténcia da infeccéo
endodontica: resultados mostram que ela foi capaz de eliminar mais de 80% da carga
microbiana, se comparado a carga inicial; a combinacdo do PQM a aPDT foi capaz
de eliminar 9 cepas diferentes de bactérias multirresistentes a medicamentos em
infeccbes radiculares (GARCEZ et al., 2008; SINGH et al., 2015; DE MIRANDA,;
COLOMBO, 2018); a aPDT se mostrou eficiente contra o E. faecalis (MEIRE et al.,
2009; SOARES et al., 2018) e a C. albicans (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Garcez et al. (2008) avaliou o efeito da aPDT como terapia coadjuvante ao
tratamento endodoéntico. Em seu estudo foram selecionados 20 pacientes que
apresentavam diagnostico de Necrose Pulpar e Periodontite Apical. Foram retiradas
amostras microbiolégicas durante as fases do tratamento e enviadas posteriormente
para analise. Os resultados sugeriram que o uso da aPDT como coadjuvante ao
tratamento endodéntico diminui significativamente a carga bacteriana, podendo ser
considerada uma terapia adequada para o tratamento de infec¢des endodoénticas.

Os FS mais utilizados sdo o azul de toluidina e o azul de metileno, que sdo FS
sintéticos. Cada um possui um espectro de acédo da luz sobre um comprimento de
onda de méxima absorcdo (SCHACKLEY et al., 1999).



34

Para que o azul de metileno proporcione maior liberagdo de oxigénio singleto e
por conseguinte melhor efeito antibacteriano, a concentracao ideal varia entre 0,001%
e 0,01% (KOMINE; TSUJIMOTO, 2013).

Outro estudo avaliou o efeito da aPDT com azul de metileno em 64 canais
radiculares contaminados com Enterococcus faecalis in vitro. A contaminacdo foi
confirmada através de microscopia eletronica de varredura 3 dias ap0s a inoculagéo
das cepas no interior dos canais radiculares. Os canais foram irrigados com azul de
metileno e aguardado um tempo de 5 minutos, entdo foram expostos a luz emitida por
laser de diodo e fibra 6ptica. Apds aplicacao do laser o contetdo do canal foi coletado
e as amostras diluidas de maneira seriada e cultivadas em agar sangue. A aPDT
promoveu reducéo bacteriana de 77,5% (FOSCHI et al., 2007).

Para aPDT mediada por azul de metileno em células de Enterococcus faecalis,
foram relatados, comprometimento funcional da parede celular, dano extensivo do
DNA cromossdmico e degradacédo das proteinas da membrana (GEORGE; KISHEN,
2008).

Pourhajibagher & Bahador (2018) avaliaram in vivo a acdo da aPDT, uma
terapia que vem sendo introduzida junto ao tratamento endoddntico, como forma de
evitar a resisténcia microbiana, devido a natureza polimicrobiana das infecces
endodonticas primarias estar associada a diversidade microbiana e ao aumento da
resisténcias ao agentes antimicrobianos utilizados durante o tratamento, e para
diminuir as falhas do tratamento endodontico. Neste estudo, foi avaliado o efeito da
aPDT, através da coleta de amostras microbioldgicas do canal radicular, na reducéo
da contagem microbiana de pacientes que apresentavam infeccdes endodébnticas
primarias. ApoOs analise microbiologica, foram isoladas 45,4% de bactérias
anaerodbicas estritas, que incluia: Veillonella parvula, Porphyromonas gingivalis,
Propionibacterium acnes, Lactobacillus acidophilus, Campylobacter rectus e Slackia
exigua, em ordem de frequéncia; e 45,4% de bactérias anaerdbicas facultativas; e
9,2% era bactérias microaerofilicas (Aggregatibacter actinomycetemcomitans). O
estudo mostrou uma significativa reducédo na diversidade microbiana apos uso da
aPDT e concluiu que ela é eficaz na reducdo microbiana nas infec¢bes endodonticas
primarias.

Em uma pesquisa experimental com dentes humanos extraidos, in vitro,
avaliou-se os efeitos fotodinAmicos do azul de metileno de canais radiculares

infectados com microrganismos multiespécie como: Actinomyces israelii,
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Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gengivalis e Prevotella intermedia. Eles
alcancaram até 80% de reducéo de unidades formadoras de colbnias e concluiu-se
que a aPDT pode ser um complemento eficaz ao tratamento antimicrobiano padrao
(FIMPLE et al., 2008).

O uso da aPDT coadjuvante ao tratamento endodoéntico convencional, pode
reduzir a microbiota endodéntica. Dentre as vantagens da aPDT esta a de ser uma
terapia seletiva e de facil aplicabilidade (ALFENAS et al., 2011).

Ap6s a finalizacdo do tratamento endodfntico, os exames clinicos e
radiograficos é que apontam sobre 0 sucesso do tratamento e remissao dos processos
patolégicos (GARCEZ et al., 2007; SMAIL et al., 2014).

O sucesso do tratamento endoddntico deve ser baseado em uma andlise clinica
e radiogréfica (BARCELOS et al., 2012). O tratamento é considerado efetivo quando
toda a sintomatologia clinica desaparece e nos casos onde havia presenca de leséo
periapical h& reparo e regeneracdo 6ssea (CANCIO et al., 2017).

Alguns estudos realizaram a analise radiografica de lesbes periapicais apés
finalizacdo do tratamento endoddntico, onde afirmam a importancia de se realizar o
acompanhamento das condicdes periapicais para se firmar um prognostico (SEWELL
et al., 1999; SOARES; CESAR, 2001; MONTEIRO et al., 2005).

No estudo de Lopes et al. 2019, foi realizado o tratamento de dois dentes
necréticos com presenca de lesdo periapical, utilizando o protocolo da aPDT. Para
avaliar a eficacia do tratamento, foram realizados acompanhamentos radiogréaficos
com 30, 60, 90 e 365 dias e a partir de 60 dias foi possivel observar o inicio do reparo
0sseo. Este trabalho, portanto, sugere que a aPDT pode ser uma terapia coadjuvante
eficaz, que pode resultar na reducdo microbiana e favorecer o prognéstico dos

tratamentos.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo clinico foi realizar uma avaliacédo radiografica e
antimicrobiana dos microrganismos Enterococcus faecalis e Actinomyces israelii apos

uso da aPDT, como coadjuvante na desinfeccdo do sistema de canais radiculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) ldentificar a presenca de Enterococcus faecalis e Actinomyces israelii nos
canais radiculares antes e durante o tratamento endoddntico através da
analise microbiol6gica das amostras em PCR em tempo real;

b) Avaliar os efeitos na susceptibilidade desses dois microrganismos, apos
aplicacao da aPDT,;

c) Realizar acompanhamento radiografico dos pacientes para classificar o

reparo periapical.
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4 METODOLOGIA

4.1 COMITE DE ETICA

O presente projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica envolvendo
pesquisa em humanos da Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, com parecer
aprovado sob numero: 3.071.511 (ANEXO A). Todos os procedimentos foram
conduzidos e submetidos com base a Resolucdo 466/12 e nas Normas Operacionais
emanadas da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). O termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de cada sujeito (ANEXO B).

4.2 LOCAL DO ESTUDO E SELECAO DOS PACIENTES

O presente estudo foi realizado na Clinica de Endodontia da Universidade
Federal de Alfenas, UNIFAL/MG. Os pacientes que se apresentaram na Clinica de
Endodontia para tratamento endodontico foram considerados para este estudo. Vinte

e cinco dentes foram selecionados, de acordo com os critérios de inclusao e exclusao.

4.2.1 Critérios de inclusao

Dentre os critérios de inclusdo para a pesquisa estdo: dentes anteriores e
posteriores (incisivos, caninos e pré-molares); diagnéstico de Necrose Pulpar apos
realizacdo do teste térmico com frio; presenca de leséo periapical; apices fechados.
Uma radiografia periapical foi feita para cada caso para determinar a presenca de

lesé@o periapical, morfologia do canal, comprimento e nimero de canais.
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4.2.2 Critérios de exclusao

Dentre os critérios de exclusdo para a pesquisa estdo: molares, presenca de
abscesso agudo; pacientes com necessidade de retratamento do canal radicular;
pacientes sob uso de antibioticoterapia sistémica; pacientes portadores de diabete
mellitus; imunocomprometidos; gravidas; lactantes e pacientes que se recusaram a

assinar o TCLE.

4.3 GRUPOS DE ESTUDO

Inicialmente foi estipulado a selecdo de 30 dentes. 15 dentes foram alocados
aleatoriamente no Grupo 1 (G1), porém no Grupo 2 (G2) foi possivel alocar somente
10 dentes. Portanto, os dois grupos apresentam tamanhos diferentes, caracterizando
um conjunto de dados desbalanceados.

G1 foi o grupo onde se realizou apenas o PQM convencional e uso de MIC
entre sessdes. Nesse grupo foram obtidas 45 amostras microbioldgicas, retiradas do
canal por meio de cones de papel absorvente: 15 amostras iniciais, 15 amostras apos
PQM e 15 amostras apés 15 dias de acdo da MIC.

G2 foi submetido ao PQM convencional, uso de MIC entre sessbes e 2
aplicacbes de aPDT. Nesse grupo foram obtidas 30 amostras microbioldgicas,
retiradas do canal por meio de cones de papel absorvente: 10 amostras iniciais, 10
amostras apés PQM e 12 aplicacdo da aPDT e apds 15 dias com a MIC, o paciente

retornou para 22 aplicacdo da aPDT e a retirada de mais 10 amostras microbiolégicas.

4.4 PREPARO QUIMICO-MECANICO: G1

O acesso a camara pulpar foi obtido apds a instalagéo de isolamento absoluto
com lencol de borracha (Figura 1A). Apos realizado o acesso ao canal, foi introduzido

no canal um cone de papel absorvente estéril fino n° 15 (Maillefer, Ballaigues, Suica),
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compativel com o diametro inicial do canal, por 1 minuto (Figura 1B). Este
procedimento forneceu a primeira amostra microbiologica, representando a
contaminacao inicial do canal radicular. O cone de papel absorvente foi retirado do
canal, e depositado em microtubo, com soro fisiolégico 0,9% (Eurofarma, Itapevi,
Brasil) (Figura 1C).

Em seguida, foi realizado o preparo cervical com lima rotatoria IRace 35.08
(FKG Dentaire SA, Suica), realizacdo do Glide Path com uma lima manual 15 CPilot
(VDW, Munique, Alemanha), para posterior realizacdo da odontometria. O preparo
apical do canal foi realizado com lima rotatoria IRace na sequéncia: 15.06, 25.04 e por
altimo 30.04 (Figura 1D), sempre com irrigacdo constante com solucdo de NaOCI
2,5%, e a irrigagéo final com NaOCI 2,5% + EDTA 17% + NaOCI 2,5% (Figura 1E). O
canal foi irrigado com soro fisioldgico 0,9% e secado com cone de papel absorvente
estéril, ficando dentro do canal por 1 minuto (segunda amostra microbiolégica) (Figura
1F). O cone de papel absorvente foi retirado do canal, e depositado em microtubo,
com soro fisioldgico 0,9% (Eurofarma, Itapevi, Brasil) (Figura 1G).

Foi aplicada no interior do canal, MIC Callen PMCC (SSWhite, Rio de Janeiro,
Brasil) com auxilio de broca Lentulo (Maillefer, Ballaigues, Suica) (Figura 1H). Uma
bola de algodao esterilizada foi colocada na camara pulpar, e o dente selado com
material restaurador temporario (longlass, Maquira Industria de Produtos
Odontolégicos, Maringa, Parana - Brasil) (Figura 11). Em uma consulta subsequente,
apos 15 dias, foi removida a restauracao provisoria e a MIC com irrigacdo com NaOCI
2,5%. O canal foi novamente irrigado com soro fisiolégico 0,9% e seco com cone de
papel absorvente estéril, ficando dentro do canal por 1 minuto (terceira amostra
microbioldgica) (Figura 1J). O cone de papel absorvente foi retirado do canal, e
depositado em microtubo, com soro fisiolégico 0,9% (Eurofarma, Itapevi, Brasil). Cada
canal radicular foi entdo obturado usando a técnica do cone Unico e cimento Sealapex
(Kerr Corporation, United States) (Figura 1K). Ao final da obturacéo o dente foi selado
com material restaurador temporario (longlass; Maquira Industria de Produtos
Odontoldgicos S.A, Maringa, Parana - Brasil). Em seguida, uma radiografia periapical
foi feita para analise do tratamento endodéntico final (Figura 1L). Com 60 dias, o
paciente retornou a clinica para nova radiografia periapical para acompanhamento do

reparo da regido periapical.



Figura 1 — Sequéncia clinica do G1

Fonte:Autora.

Nota: A) acesso a camara pulpar apos instalagao de isolamento absoluto.

4.5

com lencol de borracha (Figura 2A). ApGs realizado o acesso ao canal, foi introduzido
no canal um cone de papel absorvente estéril fino n° 15 (Maillefer, Ballaigues, Suica),
compativel com o didmetro inicial do canal, por 1 minuto (Figura 2B). Este

procedimento forneceu a primeira amostra microbiolégica,

B) cone de papel absorvente estéril n® 15 no canal radicular.

C) primeira amostra microbiolégica depositada em micro tubo.
D) sequéncia de limas rotatérias utilizadas durante o tratamento.
E) substancias utilizadas durante a irrigagédo final.

F) cone de papel absorvente estéril n° 30 no canal radicular.

G) segunda amostra microbioldgica depositada em micro tubo.
H) carregamento da MIC com broca Lentulo.

I) selamento provisério do dente.

J) cone de papel absorvente estéril n° 30 no canal radicular, terceira amostra microbiologica.
K) cimento utilizado para obturacdo do canal radicular.

L) radiografia periapical do tratamento endodontico final.

PREPARO QUIMICO-MECANICO E TERAPIA FOTODINAMICA: G2

O acesso a camara pulpar foi obtido apés a instalacao de isolamento absoluto

contaminacdo inicial do canal radicular.

representando a
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Todos os cones de papel absorvente estéreis, retirados dos canais, durante 0s
tratamentos, foram depositados em microtubo, com soro fisiolégico 0,9% (Eurofarma,
Itapevi, Brasil) (Figura 2C).

Em seguida, foi realizado o preparo cervical com lima rotatéria IRace 35.08
(FKG Dentaire SA, Suica), realizacdo do Glide Path com uma lima manual 15 CPilot
(VDW, Munique, Alemanha), para posterior realizacdo da odontometria. O preparo
apical do canal foi realizado com lima rotatéria IRace na sequéncia: 15.06, 25.04 e por
altimo 30,04 (Figura 2D), sempre com irrigacdo constante com solucdo de NaOCI
2,5%, e a irrigacao final com NaOCI 2,5% + EDTA 17% + NaOCI 2,5% (Figura 2E). O
canal foi seco com cone de papel absorvente estéril.

O protocolo da aPDT escolhido para o G2 foi com aplicacdo de FS azul de
metileno a 0,005% (Pharma Blue 5, 0,005 %, MMO - Distribuido por MMOptics, Sao
Carlos, Brasil) (Figura 3A), o mais comumente usado na pratica clinica (MULLER et
al., 2007) - e irradiado com o aparelho Laser Duo (MMO — Tecnologia para a saude,
Sao Carlos Brasil) (Figura 3B), emitindo luz vermelha no espectro visivel, com energia
de 9 Joules (J), e comprimento de onda de 400nm a 660nm. Primeiramente o conduto
foi seco, para posterior preenchimento com o FS, com auxilio de sua propria seringa.
Apoés a deposicao do FS, o mesmo foi agitado com uma lima manual K#30 (Maillefer,
Ballaigues, Suica) para evitar formacéo de bolhas que poderiam impedir 0 seu contato
completo com as paredes dentinarias (GARCEZ et al., 2008). Foi dado tempo de pré-
irradiacdo de 5 minutos para que o FS se dispersasse ao maximo, entrando em
contato com toda superficie do conduto, penetrando efetivamente na parede celular
bacteriana. Durante a aplicacdo do laser, paciente e operador utilizaram 6culos de
protecdo proprios. O tempo de aplicacdo da aPDT foi de 90 segundos (Figura 2F)
(WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2002). Além disso, foi realizada a irradiagcdo por meio
de movimentos de apical para cervical, como pede o protocolo do aparelho, utilizando
ponta difusora especifica para aplicacdo intracanal (Figura 3C), sendo posicionada
inicialmente o mais apical possivel. Foi usada uma ponta difusora nova para cada

paciente.
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igura 2 — Sequéncia clinica do G2

Fonte:Autora.
Nota: A) acesso a cAmara pulpar apés instalacdo de isolamento absoluto.

B) cone de papel absorvente estéril n° 15 no canal radicular.

C) primeira amostra microbiolégica depositada em micro tubo.

D) sequéncia de limas rotatdrias utilizadas durante o tratamento.

E) substancias utilizadas durante a irrigagédo final.

F) 12 aplicagcédo da aPDT.

G) cone de papel absorvente estéril n° 30 no canal radicular.

H) segunda amostra microbiolégica depositada em micro tubo.

1) carregamento da MIC com broca Lentulo.

J) 22 aplicacdo da aPDT.

K) cone de papel absorvente estéril n°30 no canal radicular, terceira amostra microbiol4gica.

L) cimento utilizado para obturacéo do canal radicular.



43

Figura 3 - Aparato para execucédo do protocolo da aPDT
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Fonte:Autora.

Nota: A) corante Azul de Metileno 0,005% - PharmaBlue;
B) aparelho Laser Duo — MMOptics;
C) ponta difusora intracanal para aplicacdo de laser.

O canal radicular foi novamente irrigado com soro fisiolégico 0,9% para remover
o FS e seco com cone de papel absorvente estéril, ficando dentro do canal por 1
minuto (segunda amostra microbioldgica) (Figura 2G). O cone de papel absorvente foi
retirado do canal, e depositado em microtubo, com soro fisiolégico 0,9% (Eurofarma,
Itapevi, Brasil) (Figura 2H).

Foi aplicada no interior do canal, MIC Callen PMCC (SSWhite, Rio de Janeiro,
Brasil) com auxilio de broca Lentulo (Maillefer, Ballaigues, Suica) (Figura 2I). Uma
bola de algodao esterilizada foi colocada na camara pulpar, e o dente selado com
material restaurador temporario (longlass; Maquira Industria de Produtos
Odontoldgicos S.A, Maring4, Parana - Brasil).

Em uma consulta subsequente, ap6s 15 dias, foi removida a restauracao
proviséria e a MIC com irrigacdo com NaOCI 2,5%. O canal foi novamente irrigado
com soro fisiolégico 0,9% e uma segunda aplicagéo da aPDT foi realizada (Figura 2J),
seguindo 0os mesmos passos descritos anteriormente e apos a aplicacdo, o canal
radicular foi novamente irrigado com soro fisiologico 0,9% para remover o FS e seco
com cone de papel absorvente estéril, ficando dentro do canal por 1 minuto (terceira
amostra microbioldgica) (Figura 2K).

Cada canal radicular foi entdo obturado usando a técnica do cone Unico e

cimento Sealapex (Kerr Corporation, Estados Unidos) (Figura 2L). Ao final da
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obturacéo o dente foi selado com material restaurador temporario (longlass; Maquira
Indastria de Produtos Odontoldgicos S.A, Maringa, Parana - Brasil). Em seguida, uma
radiografia periapical foi feita para analise do tratamento endododntico final. Com 60
dias, o paciente retornou a clinica para nova radiografia periapical para

acompanhamento do reparo da regido periapical.

4.6 PROCEDIMENTOS RADIOGRAFICOS

Foi realizado acompanhamento radiogréfico: raio-x inicial e raio-x apés 60 dias
do término do tratamento endoddntico, para acompanhamento do reparo da regido
periapical.

Foram realizadas radiografias intrabucais periapicais, pela técnica da Bissetriz,
de 18 dentes que foram submetidos ao tratamento endoddntico. As radiografias foram
tomadas pela técnica do paralelismo e bissetriz, com filmes Kodak Ultra-Speed (Kodak
Company, Rochester, Estados Unidos), tempo de exposicdo de 0,6 segundos e
aparelho de raios-x com 10 mA e 60 kV (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil) e o paciente foi protegido por meio de avental de chumbo e protetor de tiredide.
O processamento das radiografias periapicais foi realizada de maneira manual,
através do método temperatura/tempo, utilizando-se solucdes reveladora e fixadora

(Carestream Dental, Sdo Paulo, Brasil).

4.6.1 Analise Radiogréfica

A analise das radiografias foi realizada através de uma inspecdo visual
comparativa entre a radiografia inicial e radiografia obtida apds 60 dias da finalizacéao
do tratamento.

Inicialmente seriam avaliadas 25 radiografias, referentes ao nimero de dentes
alocados em cada grupo. Porém, alguns pacientes ndo retornaram para 0
acompanhamento radiografico. O numero de dentes acompanhados

radiograficamente ficou no total de 10 dentes para o G1 e 8 dentes para o G2. Dessa
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forma, os dois grupos apresentam tamanhos diferentes, caracterizando um conjunto
de dados desbalanceados.

As imagens radiogréficas do G1 e G2 foram analisadas por dois examinadores
cegos, especialistas em Endodontia. A andlise radiografica foi realizada atribuindo-se
escores de 1 a 4 (FRIEDLANDER; LOVE; CHANDLER, 2002; ATHAR et al., 2008),
para classificar o reparo periapical, de acordo com as imagens radiograficas obtidas.
No Quadro 2, é possivel observar as quatro categorias onde as condi¢des de reparo
foram enquadradas.

Quadro 2 - Critérios utilizados para classificacdo do reparo apical
CLASSIFICACAO

ESCORE DESCRICAO
DO REPARO
Estrutura periapical normal com presenca de
1 Reparo total .
lamina dura
. Auséncia de lamina dura, com pequeno
2 Reparo parcial _ _
espessamento do ligamento periodontal
_ Presenca de &rea radiolicida menor do que a
3 Reparo duvidoso .
anterior
o Presenca de area radiollcida igual ou maior
4 Auséncia de reparo

do que a anterior

Fonte: NERY et al., 2012

4.6.2 Anélise Estatistica

Ap0s analise das imagens pelos examinadores cegos, foi realizado o Teste de
concordancia Kappa e interpretado de acordo com os autores Landis & Koch (1977).

Apés a realizagéo do Teste de concordancia Kappa, realizou-se o teste G para
avaliar a associagao entre a classificacéo do reparo e grupo.

As analises foram realizadas no software R, versao 3.6.2.
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4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.7.1 Extracdo de DNA

A extracdo foi realizada utilizando-se o kit Purelink Genomic DNA Kit
(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos) (Figura 4A e Figura 5). Até o
momento da realizacdo do protocolo de extracdo do DNA gendmico, as amostras
ficaram estocadas em freezer a -20°C.

Para iniciar o processo de extracdo, os microtubos contendo as amostras foram
retirados do freezer até atingirem a temperatura ambiente. Os microtubos foram
agitados para remoc¢do mecanica do material biolégico dos cones de papel. Em
seguida os microtubos foram alocados na centrifuga, na rotacdo de 10,000 RPM por
5 minutos, para sedimentacdo do material biologico. Apos centrifugacdo foram
adicionados a cada microtubo 180 uL de Genomic Digestion Buffer e 20 uL de
Proteinase K. Em seguida todos os microtubos foram alocados no banho seco com
controle de temperatura por, no minimo, duas horas a 56° C.

ApoOs o tempo de espera, 0os cones foram retirados, e ao material foram
adicionados 200 yL de Genomic Lysis e 200 yL de Etanol 96%. O liquido resultante
foi transferido para uma coluna do kit e posteriormente alocado na centrifuga, na
rotacdo de 10,000 RPM por 1 minuto, para a retencdo do DNA gendmico.

Foi adicionado a cada microtubo 500 pL de Wash Buffer 1 (tampao de lavagem)
e 0s microtubos foram colocados na centrifuga, na rotacdo de 10,000 RPM por 1
minuto. Na etapa seguinte, foi adicionado a cada microtubo 500 pyL de Wash Buffer 2
(tampao de lavagem) e os microtubos foram recolocados na centrifuga, na rotacao de
10,000 RPM por 1 minuto.

O conteudo presente abaixo do filtro de cada microtubo foi descartado e os
microtubos foram centrifugados na rotacdo de 10,000 RPM por 3 minutos, para total
secagem do material. O tubo coletor foi descartado e o filtro foi encaixado em um
microtubo vazio. Foi adicionado a cada microtubo 30 uL de Elution Buffer (solugéo
tamponada de elui¢cdo) e aguardado um tempo de 3 minutos. Apos isso, 0s microtubos
foram centrifugados na rotagéo de 10,000 RPM por 1 minuto, para eluicdo do material.

Os filtros foram descartados e 0s microtubos com as amostras extraidas foram
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fechados e estocados em freezer a -20°C, até o momento da realizacdo da PCR em

tempo real.

Figura 4 — Aparato para a realizacdo da técnica da PCR em tempo real
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Fonte:ThermoFischer Scientific

Nota: A( PureLink™ Genomic DNA Kit.

B) PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix.
C) StepOne™ Real-Time PCR System.
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Fonte:Autora.
Nota: A) modelo de centrifuga utilizada no laboratério.
B) amostras em posi¢do para iniciar o processo de centrifugacao.
C) solugdes Proteinase K e Digestion Buffer.
D) agitador de solucdes.
E) solugbes tampao de lise e alcool 96%.
F) agitador com controle de temperatura.
G) transferéncia do sobrenadante.
H) microtubo com filtro.
1) solu¢des tamponadas para lavagem: Wash Buffer 1 e Wash Buffer 2.
J) microtubo com filtro e coletor separado.
K) solucao tamponada de elui¢édo: Elution Buffer.
L) amostras armazenadas apos finalizagdo do protocolo de extragdo de DNA.

4.7.2 PCR em tempo real

As reacdes da PCR em tempo real foram realizadas utilizando o Power SYBR
Green PCR Master Mix como marcador fluorescente (Figura 4B). As rea¢cdes da PCR
em tempo real foram realizadas em um ABI StepOne Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, Estados Unidos) (Figura 4C), em um volume final
de 10 pyL por reagdo. O volume de 1 pL de DNA (amostras ou controles) foram
adicionadas a um reagente contendo 5 uL de 2X Power SYBR® Green Master Mix e
1 uL de uma mistura que inclui os marcadores forward e o reverse na concentracéo
de 10 pM e 3 yL de agua ultra-pura. Foram adicionados as reacdes, dois controles

negativos e um controle positivo. As amplificacfes ocorreram em um ciclo inicial de
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95°C por 10, seguido de trinta e cinco ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por um
minuto. Na proxima etapa foi realizado o estagio de Melting Curve constituido de um
estagio inicial a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, seguido da elevacdo da
temperatura, realizando a leitura apés cada incremento de 0,3°C, até atingir a
temperatura final de 95°C.

Para a identificacdo de Enterococcus faecalis foram utilizados os marcadores
5 GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAGAG 3’ e 5 CCG TCA GGG GAC GTT CAG 3
e para Actinomyces israelli, serdo utilizados os marcadores 5 AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG 3'e 5 CCA AAA CAC CAC AAA AGT GA 3’ (SPANGBERG et al. 2008).

4.7.3 Interpretacdo dos resultados

Para determinar se as amostras eram positivas para a presenca de DNA de
Enterococcus faecalis e Actinomyces israelli empregando-se a técnica da PCR em
tempo real, os valores de quantificacdo foram entdo calculados pelo sistema de
software e os valores do limiar ciclico (Ct) foram obtidos verificando-se quando a curva
exponencial cruzou a linha do Threshold (Figura 6), ou seja, o nivel de fluorescéncia

no inicio do crescimento exponencial.
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Figura 6 - Threshold Cycle ou Ct
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Fonte: AB APPLIED BIOSYSTEMS, 2008

4.7.4 Analise estatistica

Com o intuito de avaliar a associacao entre as variaveis qualitativas foi utilizado
o teste de Exato de Fisher, considerando um nivel de significancia de 5%. Para
verificar se ha diferenca entre grupos e entre coletas do mesmo grupo, realizou-se o
teste ndo paramétrico de Wilcox e Kruskal Wallis, pois verificou-se a auséncia de
normalidade por meio do teste de Shapiro Wilk, valor p<0,05, para ambas as bactérias.

Para avaliar a diferenca das coletas em cada grupo foi realizado o teste Kruskal
Walllis. Para avaliar a diferenca entre os grupos em cada coleta foi realizado o teste

Wilcox.
As analises foram realizadas no software R, versao 3.6.2.
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Os resultados do teste de associagdo entre as variaveis qualitativas sao

apresentados na Tabela 1 e 2.

Por meio da Tabela 1, nota-se que nao ha diferenca entre 0os grupos com

relacdo ao sexo (p=0,679). Nota-se também que houve diferenca entre 0s grupos em

relacdo a presenca de Enterococcus faecalis nas coletas 1 (p=0,003) e 2 (p=0,012),

no entanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos e coleta 3 (p=0,099). Com

relacdo a associacdo entre arcadas, sexo e coletas 1, 2 e 3, ndo demonstraram

significancia estatistica, pois o valor p é superior ao nivel de significancia adotado.

Tabela 1 - Teste Exato de Fisher para a associacdo das variaveis entre 0s grupos e arcadas na

avaliac8o de Enterococcus faecalis

VARIAVEIS VALOR p
Sexo 0,679
Enterococcus faecalis coleta 1 0,003
Grupo
Enterococcus faecalis coleta 2 0,012
Enterococcus faecalis coleta 3 0,099
Sexo 0,688
Enterococcus faecalis coleta 1 1,000
Arcada
Enterococcus faecalis coleta 2 0,238
Enterococcus faecalis coleta 3 1,000

Fonte: Autora.
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As Figuras 7 e 8 representam a frequéncia com que Enterococcus faecalis foi
encontrada nos grupos controle (G1) e tratado (G2), nas coletas 1 e 2. Como pode ser
observado, Enterococcus faecalis foi encontrada com maior frequéncia no G1 quando
comparado ao G2, na coleta 1. De forma similar, na coleta 2, Enterococcus faecalis
foi mais frequentemente encontrada no G1 em relacdo ao G2. Embora na coleta 1 do
G2 Enterococcus faecalis ndo tenha sido identificada, na coleta 2 essa bactéria foi

detectada.

Figura 7 - Grafico de colunas do grupo controle (G1) e grupo tratado (G2) e a variavel Enterococcus
faecalis (presenca e auséncia) na coleta 1
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Fonte: Autora.
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Figura 8 - Grafico de colunas do grupo controle (G1) e grupo tratado (G2) e a variavel Enterococcus
faecalis (presenca e auséncia) na coleta 2
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Fonte: Autora.

A Tabela 2 descreve as comparagbes entre 0s grupos e as arcadas com
relacdo ao sexo e presenca de Actinomyces israelii nas coletas 1, 2 e 3. Nota-se que
em nenhuma das variaveis analisadas houve significancia estatistica ao comparar 0s

grupos e arcadas.
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Tabela 2 - Teste Exato de Fisher para associacéo das variaveis entre grupos e arcadas na avaliacédo
de Actinomyces israelii

VARIAVEIS VALOR p
Sexo 0,679
Actinomyces israelii coleta 1 0,544
Grupo : o
Actinomyces israelii coleta 2 1,000
Actinomyces israelii coleta 3 1,000
Sexo 0,688
Actinomyces israelii coleta 1 0,220
Arcada _ _ .
Actinomyces israelii coleta 2 0,593
Actinomyces israelii coleta 3 1,000

Fonte: Autora.

5.1.1 Bactéria Enterococcus faecalis

Apls a avaliacdo da associacdo entre as varidveis qualitativas, deu-se
prosseguimento a verificacdo de igualdade entre os grupos e as coletas.

De acordo com a Tabela 3, verificou-se que ha diferenca estatistica entre G1 e
G2, sendo que G1 apresentou uma maior presenca da bactéria Enterococcus faecalis
em relagdo ao G2 (p<0,05), que significa de uma forma geral que Enterococcus
faecalis foi encontrada com maior frequéncia no G1 quando comparado ao G2.

Entretanto, ao comparar a presenca de Enterococcus faecalis entre as coletas
1, 2 e 3, ndo foi identificada diferenca estatistica (p>0,05) (Tabela 3), indicando que

nao houve aumento ou diminuicdo da quantidade da bactéria entre as coletas.
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Tabela 3 - Resultado dos testes de Wilcox, para avaliar se ha diferenca entre
0s grupos controle (G1) e tratado (G2), e Kruskal Wallis para
avaliar se ha diferenca entre as coletas

Controle?
Grupo

TratadoP

Coleta 12
Coleta Coleta 22

Coleta 32

Fonte: Autora.
Nota: Letras distintas representam diferenca estatistica entre si (p<0,05).

Observa-se por meio da Figura 9 que para o G1 a presenca da bactéria
Enterococcus faecalis apresentou um leve aumento na coleta 2 e depois houve uma
diminuicdo na coleta 3. Para o G2, verificou-se um aumento para as coletas 2 e 3. No

entanto, esses resultados nao foram estatisticamente significativos.
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Figura 9 - Grafico de interacdo entre grupos e coletas, na deteccdo da
bactéria Enterococcus faecalis
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Fonte: Autora.

A Tabela 4 mostra a diferenca na quantidade de Enterococcus faecalis entre
as coletas 1, 2 e 3do G1 e G2. Como pode-se observar ndo houve diferenca entre as
coletas no G1 (p=0,656). De forma similar, no G2, a comparacdo entre as coletas
demonstrou que ndo houve diferenca na quantidade de Enterococcus faecalis entre
elas (p=0,317). Isso mostra que ndo houve variagcdo na detecgédo de Enterococcus
faecalis entre as diferentes coletas nos grupos avaliados.
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Tabela 4 - Resultado dos testes de Kruskal Wallis para avaliar se ha
diferenca das coletas dentro de cada grupo

GRUPO COLETA MEDIA + DESVIO |VALOR p
12 42.816 + 32.315
1 22 44.438 + 32.597 0,656
32 39.385 + 33.353
12 0+0
2 22 6.166 + 19.499 0,317
32 12.605 *+ 26.575

Fonte: Autora.
Nota: Letras distintas representam diferenca estatistica entre si (p<0,05).

A Tabela 5 mostra a diferenca na quantidade de Enterococcus faecalis no G1
e G2 em relacdo as coletas 1, 2 e 3. Nota-se que ha diferenca para os grupos dentro
de cada coleta (p<0,05). Conclui-se que houve variacéo na deteccao de Enterococcus

faecalis entre os grupos nas coletas avaliadas.

Tabela 5 - Resultado dos testes de Wilcox para avaliar se ha diferenca para
0s grupos dentro de cada coleta

COLETA GRUPO MEDIA + DESVIO |VALOR p
12 42.816 + 32.315
1 0,001
2P 0+0
12 44.438 + 32.597
2 0,004
2b 6.166 + 19.499
12 39.385 + 33.353
3 0,035
2P 12.605 * 26.575

Fonte: Autora.
Nota: Letras distintas representam diferenca estatistica entre si (p<0,05).

O Quadro 3 mostra que antes da purificagao das amostras foram encontrados
13 resultados negativos para a amplificacdo da B-Globulina, o que sugere a existéncia

de inibicdo da reacédo de amplificacdo da PCR em tempo real.
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Apés o processo de purificacdo das amostras, apenas 4 amostras se
apresentaram negativas para a amplificacdo da B-Globulina. Isso significa que ainda
h& algum inibidor da reacdo de amplificagcdo mesmo apos processo de purificagéo.

Dessa forma, para as amostras amplificadas ap6s processo de purificacao
foram repetidas as amostras referentes a bactéria Enterococcus faecalis, obtendo-se
em apenas uma amostra uma amplificacdo da bactéria e no restante resultados
negativos. Conclui-se entdo que nessas amostras negativas, ndo foi identificada a

presenca da bactéria.

Quadro 3 - Resultados obtidos para Enterococcus faecalis ap6s realizagao do teste de controle positivo
de amplificagdo com B-Globulina, nas amostras que se apresentaram negativas para as
duas bactérias em alguma das coletas. Foi realizado o teste antes e apés purificagcdo das

amostras
NAO
PURIFICADA
PURIFICADA
. _ Enterococcus
GRUPO 1 B-globulina B-globulina .
faecalis
AMOSTRA 12B  NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 13A NEGATIVO 27.36 36.73
AMOSTRA 13C NEGATIVO 34.92 NEGATIVO
AMOSTRA 14B NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 15A 31 26.7 NEGATIVO
_ _ Enterococcus
GRUPO 2 B-globulina B-globulina .
faecalis
AMOSTRA 2C NEGATIVO 28.62 NEGATIVO
AMOSTRA 3A NEGATIVO 23.95 NEGATIVO
AMOSTRA 3C NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 4B 25.26 NR NEGATIVO
AMOSTRA 7B NEGATIVO 33.82 NEGATIVO
AMOSTRA 7C NEGATIVO 35.86 NEGATIVO
AMOSTRA 9C NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 12A NEGATIVO 4,06 NEGATIVO
AMOSTRA 12B NEGATIVO 33.37 NEGATIVO
AMOSTRA 12C NEGATIVO 35.27 NEGATIVO

Fonte: Autora.

Nota: NR - Nao realizado
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5.1.2 Bactéria Actinomyces israelii

De acordo com a Tabela 6, verificou-se que ndo ha diferenca estatistica entre
Gl e G2 (p>0,05), que significa de uma forma geral que Actinomyces israelii foi
encontrado de forma igual no G1 e no G2.

Ao comparar a presenca de Actinomyces israelii entre as coletas 1, 2 e 3,
também ndo foi identificada diferenca estatistica (p>0,05), indicando que ndo houve

aumento ou diminuicdo da quantidade da bactéria entre as coletas.

Tabela 6 - Resultado dos testes de Wilcox, para avaliar se ha diferenca entre
0s grupos controle (G1) e tratado (G2), e Kruskal Wallis para
avaliar se ha diferenca entre as coletas

Controle?
Grupo

Tratado?

Coleta 12
Coleta Coleta 22

Coleta 32

Fonte: Autora.
Nota: Letras distintas representam diferenca estatistica entre si (p<0,05).

Observa-se por meio da Figura 10 que para o0 G1 a presenca da bactéria
Actinomyces israelii apresentou uma leve diminuicdo na coleta 2 e depois houve um
aumento na coleta 3. Para o G2, verificou-se uma diminui¢géo para as coletas 2 e 3.

No entanto, esses resultados ndo foram estatisticamente significativos.
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Figura 10 -Grafico de interacdo entre grupos e coletas, na deteccdo da
bactéria Actinomyces israelii
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Fonte: Autora.

A Tabela 7 mostra a diferenca na quantidade de Actinomyces israelii entre as
coletas 1, 2 e 3 do G1 e G2. Como pode-se observar ndo houve diferenca entre as
coletas no G1 (p=0,955). De forma similar, no G2, a comparagao entre as coletas
demonstrou que nao houve diferenca na quantidade de Actinomyces israelii entre elas
(p=0,772). Isso mostra que nao houve variacdo na deteccao de Actinomyces israelii

entre as diferentes coletas nos grupos avaliados.
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Tabela 7 - Resultado dos testes de Kruskal Wallis para avaliar se ha
diferenca das coletas dentro de cada grupo

GRUPO |COLETA MEDIA + DESVIO VALOR p

12 58.781 + 18.897

1 22 52.444 + 27.467 0,955
32 55.469 + 24.427
12 51.419 + 29.074

2 22 53.651 + 24.103 0,772
32 44.103 + 28.373

Fonte: Autora.
Nota: Letras distintas representam diferenca estatistica entre si (p<0,05).

A Tabela 8 mostra a diferenca na quantidade de Actinomyces israelii no G1 e
G2 emrelacéo as coletas 1, 2 e 3. Nota-se que nao héa diferenca para os grupos dentro
de cada coleta (p>0,05). Conclui-se que ndo houve variacdo na deteccdo de

Actinomyces israelii entre 0s grupos nas coletas avaliadas.

Tabela 8 - Resultado dos testes de Wilcox para avaliar se ha diferenca para
0s grupos dentro de cada coleta

COLETA GRUPO MEDIA + DESVIO VALOR p
12 58.781 + 18.897
1 0,637
22 51.419 + 29.074
) 12 52.444 + 27.467 1
22 53.651 + 24.103
12 55.469 + 24.427
3 0,420
22 44.103 + 28.373

Fonte: Autora.
Nota: Letras distintas representam diferenca estatistica entre si (p<0,05).

O Quadro 4 mostra que antes da purificagcao das amostras foram encontrados
13 resultados negativos para a amplificacdo da B-Globulina, o que sugere a existéncia

de inibicdo da reacédo de amplificacdo da PCR em tempo real.
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Apés o processo de purificacdo das amostras, apenas 4 amostras se
apresentaram negativas para a amplificacdo da B-Globulina. Isso significa que ainda
h& algum inibidor da reacdo de amplificagcdo mesmo apos processo de purificagéo.

Dessa forma, para as amostras amplificadas ap0s processo de purificacdo
foram repetidas as amostras referentes a bactéria Actinomyces israelii, obtendo-se
em apenas trés amostras uma amplificacdo negativa e no restante resultados
positivos. Conclui-se entdo que nessas amostras negativas, néo foi identificada a

presenca da bactéria.

Quadro 4 - Resultados para Actinomyces israelii obtidos apds realizagdo do controle positivo de
amplificacdo com B-Globulina, antes e apés purificacdo das amostras

NAO
PURIFICADA PURIFICADA
GRUPO 1 B-globulina B-globulina Actinomyces israelii
AMOSTRA 12B NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 13A NEGATIVO 27.36 31.84
AMOSTRA 13C NEGATIVO 34.92 34.43
AMOSTRA 14B NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 15A 31 26.7 NEGATIVO
GRUPO 2 B-globulina B-globulina Actinomyces israelii
AMOSTRA 2C NEGATIVO 28.62 31.85
AMOSTRA 3A NEGATIVO 23.95 35.99
AMOSTRA 3C NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 4B 25.26 NR NEGATIVO
AMOSTRA 7B NEGATIVO 33.82 31.99
AMOSTRA 7C NEGATIVO 35.86 35.49
AMOSTRA 9C NEGATIVO NEGATIVO NR
AMOSTRA 12A NEGATIVO 4,06 NEGATIVO
AMOSTRA 12B NEGATIVO 33.37 32.4
AMOSTRA 12C NEGATIVO 35.27 32.68

Fonte: Autora.
Nota: NR - Nao realizado
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5.2  ANALISE RADIOGRAFICA

Apbs realizacao do Teste de concordancia Kappa, foi obtido o valor de 0,471,
que segundo os autores Landis & Koch (1977) € considerado uma concordancia
moderada. Foi obtido valor p=0,000468, sendo considerada entdo uma concordancia
significativa, pois o valor p & superior ao nivel de significancia adotado.

ApoOs realizacdo do Teste G, verificou-se por meio do resultado que ndo ha
associacao entre as variaveis grupo e classificacdo do reparo (p=0,2389). Portanto,
G1 e G2 respondem de forma igual ao reparo da lesédo periapical, independente do

tratamento aplicado.

521 G1

Abaixo, seguem os acompanhamentos radiograficos dos pacientes do G1.



Figura 11 - Acompanhamentos radiograficos dos pacientes do G1

Fonte: Autora.

Nota: A) radiografia inicial.
B) radiografia apds 60 dias da finalizagdo do tratamento.

5.22 G2

Abaixo, seguem os acompanhamentos radiograficos dos pacientes do G2.
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Figura 12 - Acompanhamentos radiograficos dos pacientes do G2

2A 2B

Fonte: Autora.

Nota: A) radiografia inicial.
B) radiografia ap6s 60 dias da finalizacdo do tratamento.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do teste de associagao apontaram que houve diferenca entre os
grupos em relacao a presenca de Enterococcus faecalis nas coletas 1 e 2, no entanto
nao houve diferenca estatistica entre os grupos na coleta 3. Enterococcus faecalis foi
encontrada com maior frequéncia no G1 quando comparado ao G2, na coleta 1. De
forma similar, na coleta 2, Enterococcus faecalis foi mais frequentemente encontrada
no G1 em relacdo ao G2. Embora na coleta 1 do G2 Enterococcus faecalis ndo tenha
sido identificada, na coleta 2 essa bactéria foi detectada.

Para Actinomyces israelii, verificou-se que ndo ha diferenca estatistica entre
Gl e G2, o que, de uma forma geral, significa que Actinomyces israelii foi encontrada
de forma igual no G1 e no G2. Dessa forma, o trabalho apresenta resultados
contraditorios aos encontrados na literatura, os quais mostram que, nos estagios
iniciais da infeccdo endodéntica, espécies do género Actinomyces spp. raramente
estdo presentes. Elas s&o encontradas com maior frequéncia em infeccbes
persistentes e lesGes extra-radiculares (SUNDE et al., 2002; SIQUEIRA et al., 2002a;
SIQUEIRA; ROCAS, 2003; XIA; BAUMGARTNER, 2003; SIGNORETTI et al., 2011).

Neste estudo, ao realizar o teste de associacdo entre 0S grupos, sexo e
presenca de Enterococcus faecalis e Actinomyces israelii nas coletas 1, 2 e 3, nao
houve significancia estatistica, indicando que o fator sexo néo influencia na presenca
destas bactérias. Isso corrobora com o estudo de Farias (2009) que analisou a
correlacdo entre bactérias da cavidade oral e sexo e ndo encontrou associacao
significante entre essas variaveis. Também foi realizado no presente estudo o teste
de associagdo entre os grupos, arcada e presenca de Enterococcus faecalis e
Actinomyces israelii nas coletas 1, 2 e 3, ndo havendo também nenhuma diferenca
estatistica. A literatura ndo mostra nenhum estudo avaliando a variavel arcada com a
presenca de bactérias, portanto mais estudos sdo necessarios para elucidar a
possivel influéncia da arcada na presenca de diferentes bactérias.

O G1 apresentou uma maior presenca da bactéria Enterococcus faecalis em
relacdo ao G2, significando de uma forma geral que Enterococcus faecalis foi
encontrada com maior frequéncia no G1 quando comparado ao G2. O fato do G1 ter
apresentado Enterococcus faecalis, contradiz os relatos da literatura, que afirma que

ele é raramente encontrado nos casos de infec¢des priméarias (MAIA FILHO, 2008).
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No G2 ele foi encontrado em quantidades menores, pois 0 Enterococcus faecalis é
um microrganismo mais comumente encontrado em infeccdes persistentes, quando
comparado as infec¢des priméarias (ROCAS et al., 2004; TENNERT et al., 2014).

Ao comparar a presenga de Enterococcus faecalis e Actinomyces israelii entre
as coletas 1, 2 e 3, nao foi identificada diferenca estatistica, indicando que nao houve
aumento ou diminuicdo da quantidade das bactérias entre as coletas. Os métodos
moleculares que identificam o DNA alvo podem n&o ser os melhores para detectar
bactérias imediatamente apds os procedimentos de tratamento, porque podem
detectar o DNA de bactérias que morreram recentemente em decorréncia dos
procedimentos realizados no PQM (JOSEPHSON; GERBA; PEPPER, 1993).
Entende-se entdo que ndo seria possivel avaliar imediatamente a diminuicdo tanto de
Enterococcus faecalis como de Actinomyces israelii. Alternativamente, trabalhos da
literatura utilizaram o método de UFC, que foi eficaz na identificacdo de bactérias
viaveis, permitindo uma melhor quantificacdo (GARCEZ et al., 2008; AHANGARI et
al., 2017).

Ao analisar a presenca de Enterococcus faecalis no G1, notou-se que ela
apresentou um leve aumento da coleta 1 para a coleta 2 e depois houve uma
diminuicdo na coleta 3. Para o G2, verificou-se um aumento para nas coletas 2 e 3.
O fato da Enterococcus faecalis ter apresentado um aumento a partir da coleta 2 pode
ser justificado pelo fato de que na coleta 1 ele estava agregado dentro de um biofilme,
impossibilitado o cone de papel absorvente de reter as bactérias aderidas a esse
biofilme. A coleta 2 é realizada apés o PQM do canal radicular, que pode ocasionar a
desorganizacdo do biofiilme, mudando o estado da Enterococcus faecalis da
agregacdao até para a forma planctonica (KIZHNER, et al. 2011), tornando a sua coleta
mais facil.

Outro motivo que pode justificar o aumento de Enterococcus faecalis na coleta
2, mesmo apés PQM e 12 aplicacdo da aPDT, é a ocorréncia da entrada de
microrganismos no canal durante o tratamento, devido a quebra na cadeia asséptica
como nos casos de carie remanescente, mau uso do isolamento absoluto e
instrumentos contaminados (SIQUEIRA et al., 2008).

No caso do aumento de Enterococcus faecalis na coleta 3, pode ser justificado
pelo fato de que microrganismos persistentes sobrevivem, ndo somente pela
incapacidade do PQM em remové-los das complexidades anatdomicas, mas também

porque alguns nutrientes capazes de favorecer o crescimento destes microrganismos
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residuais podem ali permanecer e estes microrganismos se multiplicam e
restabelecem a contaminagdo do SCR (BYSTROM; CLAESSON; SUNDQVIST, 1985;
GOMES; DRUCKER; LILLEY, 1996; SIQUEIRA; LOPES, 1999). Outro motivo seria
por uma infeccdo secundéaria onde a causa pode ser uma infiltragdo coronaria.
Siqueira et al. (1999) relatam que a recontaminacdo de canais pode ocorrer atraves
de infiltracdo pelos materiais restauradores temporarios: pela dissolu¢ao do selamento
pela saliva; pela infiltracdo da saliva na interface material selador e parede do canal e
pela fratura da restauracdo temporaria. Relataram ainda que, quando o selamento
coronal é perdido, os microorganismos e seus produtos podem invadir e recolonizar o
SCR, alcancando os tecidos perirradiculares através dos canais laterais ou forame
apical, levando o tratamento a um prognéstico desfavoravel. Vale salientar que nao
houve perda do material restaurador temporéario nos tratamentos realizados neste
trabalho, entretanto, ndo é descartada a possibilidade de ter ocorrido infiltracdo via
interface dente/restauracéo.

A presenca de Enterococcus faecalis na coleta 3, mesmo ap6s PQM e
utilizacdo da MIC, também pode ser justificada pela capacidade que ele apresenta de
invadir tdbulos dentinarios e aderir ao colageno e também a resisténcia da
Enterococcus faecalis ao Ca(OH)2 (EVANS et al.,, 2002). Devido ao fato da
Enterococcus faecalis penetrar nas complexidades do SCR e se manter na maior
parte do tempo nas camadas mais profundas do biofilme, isso torna ele mais resistente
a acao da aPDT, devido a limitacdo da difusédo de elementos como o FS, oxigénio e a
fonte de luz, que séo essenciais no efeito final da aPDT (SOUZA et al., 2010).

Para Actinomyces israelii, observou-se que ela apresentou uma tendéncia a
diminuicdo na coleta 2 e depois houve um aumento na coleta 3 no G1, embora essas
variagdes nao tenham sido estatisticamente significativas. No G2, foi verificada uma
diminuicdo nas coletas 2 e 3. Apesar dos resultados apresentados ndo serem
estatisticamente significativos, pode-se sugerir que, para a eliminacédo de Actinomyces
israelii, 0 uso coadjuvante da aPDT pode ter auxiliado na reducdo antimicrobiana. No
estudo de Fimple et al. (2008), a efetividade da aPDT foi avaliada. Dentes extraidos
humanos, foram contaminados com Actinomyces israelii. Foi utilizado FS azul de
metileno e laser diodo em uma poténcia de 1 mW e comprimento de onda de 665 nm.
Concluiram que a aPDT foi um método eficaz na reducédo de cepas de Actinomyces
israelii presentes no interior do canal radicular, quando associado a aplicacao de azul

de metileno como FS.
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Quando avaliada a quantidade de Enterococcus faecalis e Actinomyces israelii
entre as coletas 1, 2 e 3, observou-se que nao houve diferenca entre as coletas, tanto
no G1 como no G2. Isso mostrou que ndo houve variagdo na deteccdo tanto de
Enterococcus faecalis como Actinomyces israelii entre as diferentes coletas nos
grupos avaliados.

Em outra andlise, ao comparar a quantidade de Enterococcus faecalis e
Actinomyces israelii entre G1 e G2 nas coletas 1, 2 e 3, notou-se que para
Enterococcus faecalis houve diferenca entre os grupos dentro de cada coleta, sendo
o0 G1 o que apresentou maior quantidade dessa bactéria. Porém, essa diferenca entre
os grupos nao foi identificada ao avaliar Actinomyces israelii. Conclui-se entdo que
apenas para Enterococcus faecalis houve variacdo na deteccéo entre 0os grupos nas
coletas avaliadas, 0 que pode ser confirmado com investigacfes ja feitas sobre a
microbiota dos canais radiculares que vem encontrando a baixa presenca de
Enterococcus faecalis nas infeccbes endodonticas primarias (FERRARI; CAl,
BOMBANA, 2005; GOMES et al., 2006).

Devido ao fato de algumas amostras terem se apresentado negativas a
presenca tanto de Enterococcus faecalis como de Actinomyces israelii, foi realizado
um teste de controle positivo. O teste que se realiza € uma PCR em tempo real ao
gene que codifica a B-globulina humana, incluida nas amostras que se apresentaram
negativas para descartar a possibilidade de inibicdo da reacdo, que € causada por
moléculas inibidoras presentes na amostra apds o protocolo de extracao e purificacéo
do DNA (LLEO et al., 2014). Ap6s o processo de purificacdo das amostras, apenas 4
amostras se apresentaram negativas para a amplificacdo da B-Globulina, que significa
a existéncia de algum inibidor da reacdo de amplificacdo mesmo apds processo de
purificacdo. Alguns compostos podem estar presentes dentro do dente no momento
da coleta, como: ions calcio, proteinas, gorduras, cloreto de célcio, EDTA; e que sao
reconhecidos como inibidores da PCR em diferentes matrizes (ROSSEN et al., 1992;
TSAI; OLSON, 1992; AL-SOUD et al., 2000; AL-SOUD; RADSTROM, 2001;
THORNTON; PASSEN, 2004). Para as amostras amplificadas apds processo de
purificagdo foram repetidas as amostras referentes a bactéria Enterococcus faecalis,
obtendo-se em apenas uma amostra uma amplificacdo da bactéria e no restante
resultados negativos para a sua presenca.

Alguns motivos podem explicar os altos resultados negativos para a presenca

de Enterococcus faecalis. Um motivo ja foi discutido acima que se trata de que
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Enterococcus faecalis € mais comumente encontrado em infec¢bes persistentes,
quando comparado as infeccbes primarias. Outro motivo seria de que o presente
estudo utilizou cones de papel para reter o conteudo bacteriolégico de dentro do canal
radicular. Alguns estudos apontam que muitas vezes os cones de papel absorvente
nao conseguem reter o total de bactérias que estdo presentes dentro do SCR (SUN
et al., 2009; GARCEZ et al., 2010; SOUZA et al., 2010). Isso ocorre pelo fato de que
a microbiota endod6ntica ndo é restrita apenas ao canal principal, também existem
bactérias no interior dos tdbulos dentinarios, o que pode dificultar a retengcdo do
conteudo bacteriolégico ao cone de papel absorvente. Esse fato pode afetar a
contagem total das bactérias presentes em cada amostra, recolhidas antes e durante
o0 tratamento dos canais radiculares.

Além de uma andlise clinica, o sucesso do tratamento endoddntico também
depende de uma analise radiografica (BARCELOS et al., 2012). O tratamento €&
considerado efetivo quando toda a sintomatologia clinica desaparece e, nos casos
onde havia presenca de lesao periapical, ha reparo e regeneracao 6ssea (CANCIO et
al., 2017). A andlise radiografica do reparo periapical deste estudo mostrou que G1 e
G2 respondem de forma igual ao reparo da lesdo periapical, independente do
tratamento aplicado. Em ambos os grupos foram verificados casos de melhora e de
manutencao das lesdes periapicais. E possivel que um dos motivos da ndo regresséo
total seja o periodo curto de acompanhamento de 60 dias. No estudo de Lopes et al.,
2019 foi realizado o tratamento de dois dentes necréticos com presenca de lesao
periapical, utilizando o protocolo da aPDT, e com 60 dias de acompanhamento
radiografico foi possivel observar o inicio do reparo 6sseo. Alguns autores sugerem
que para confirmar o reparo periapical e o sucesso do tratamento, sejam necessarios
4 ou 5 anos de avaliacéo clinica e radiografica (RICUCCI; MANNOCCI; FORD, 2006;
PENESIS et al. 2008). O estudo de Walton & Torabinejad (1997) mostra que 0s
periodos de reavaliacdo sugeridos variam de 6 meses a 4 anos; sendo 6 meses para
a primeira reavaliacdo e 4 anos para a avaliacao final. Porém, o acompanhamento
radiografico a longo prazo depende diretamente da colaboracdo dos pacientes, que
muitas vezes nao voltam, dificultando a reavaliagéo do tratamento realizado.

Por fim, para a realizacdo da aPDT existem protocolos variados e que ainda
nao estdo corretamente definidos, existindo variaveis como tipo e concentracédo do
FS, parametros do laser como tempo e técnica de aplicacéo e do laser em si (HUANG
et al., 2012; DE MELO et al., 2013). No presente estudo, foi testado um protocolo
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baseado no trabalho de Soukos et al., 2006, com FS azul de metileno a 0,005% e os
parametros do laser utilizados foram no espectro de luz vermelha, energia de 9 J,
comprimento de onda de 400 nm a 660 nm e 90 segundos de aplicagdo. Porém, estas
variaveis dificultam a realizacdo dos estudos para identificacdo da efetividade da

aPDT no tratamento endodontico.
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7 CONCLUSAO

A aPDT n&o promoveu melhores resultados no tratamento endodontico,
apresentando-se semelhante ao tratamento convencional, entretanto este trabalho
apontou questdes metodoldgicas relevantes. Sendo assim, novos trabalhos devem

ser realizados para que se consiga mostrar a possivel efetividade da aPDT.
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), da
pesquisa - AVALIACAO DO EFEITO ANTIMICROBIANO DA TERAPIA
FOTODINAMICA CONTRA ENTEROCOCCUS FAECALIS E ACTINOMYCES
ISRAELII NO SISTEMA DE CANAIS RADICULARES - no caso de vocé
concordar em participar, favor assinar ao final do documento.

Sua participagdo ndo & obrigatonia, e, a qualquer momento, vocé podera
desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum
prejuizo em sua relacdo com o pesquisador (a) ou com a instituic3o.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e endereco
do pesquisador (a) principal, podendo tirar duvidas do projeto e de sua

participagio.

TITULO DA PESQUISA: Avaliagio do efeito antimicrobiano da terapia
fotodindmica contra Enferococcus faecalis e Actinomyces israelii no sistema de
canais radiculares.

PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: Profa. Dra. Naiana Viana Viola Nicoli.
ENDEREGO: Rua Gabnel Monteiro da Silva, 700, Centro, Alfenas — MG.
TELEFONE: (35) 3701-9429.

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Suellen de Azevedo Moreira — Prof. Dr.
Fabio Anténio Colombo.

OBJETIVOS: avaliar os efeitos de um tratamento com laser chamado terapia

fotodindmica, que ira auxiliar na limpeza dos canais do dente.

JUSTIFICATIVA: utilizar o laser, que & uma nova tecnologia, na tentativa de
eliminar ou reduzir bactérnas que podem sobreviver apos ser realizado o

tratamento de canal.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: o estudo sera realizado na Clinica de
Endodontia da Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG. Serdo
selecionados para o fratamento, pacientes com idade entre 18 a 50 anos, que
apresentem os dentes da frente com necessidade de tratamento do canal e que

apresentem lesdo na ponta da raiz, que somente & observada pela realizacio de

98



uma radiografia. Serdo realizados dois tipos de tratamento, divididos em dois
grupos, podendo entdo ser encaixados no Grupo 1 ou no Grupo 2.

Grupo 1 — Tratamento de canal: sera realizado o tratamento de canal, uso
de um remédio dentro do canal e apos 15 dias o canal sera fechado.

Grupo 2 — Tratamento de canal + laser: sera realizado o tratamento de
canal, uso de um remédio dentro do canal enfre a primeira e a segunda consulta
(por 15 dias) e 2 aplicagdes de laser, uma na prnmeira consulta e outra na
segunda consulta.

Os cones de papel usados para coletar as bactérias de dentro do canal
durante as etapas do tratamento, serdo levados para analisar a presenca de dois
tipos de bacténa que normalmente estdo presentes nas infecgdes de canal.

Os canais serdo fechados e o dente tampado com um material temporarnio.
Uma radiografia sera feita para avaliar o tratamento do canal depois de 60 & 90

dias do témino do tratamento.

RISCOS E DESCONFORTOS E MEDIDAS: a infeccio do dente pode continuar,
sendo necessano nova colocacdo de medicagio dentro do canal ou até mesmo
ser necessario fazer uma cirurgia de remocio da parte final da raiz; quebra do
dente devido ao seu enfragquecimento e ao ndo cumprmento pelo paciente das
orientacdes passadas pelo cirurgifo-dentista; dor apds consultas, causada pela
limpeza do canal, podendo ser necessario o uso de antibidtico; danos ao dente

em fratamento se o paciente ndo terminar o tratamento no prazo indicado.

BENEFICIOS: fazer um tratamento com laser no canal do dente para diminuir a

quantidade de bactérias e com isso evitar que as infecgdes continuem.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Nio havera nenhum gasto
com sua parficipacio. As consultas, exames, tratamentos serdo totalmente
gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranca com o que sera realizado. Vocé

também ndo recebera nenhum pagamento com a sua participagdo.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: garantimos o sigilo e asseguramos a
sua privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa, os

dados ndo serdo divulgados.
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Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Eu,
declaro gue li as informagdes contidas nesse documento, fui devidamente
informado (a) pelo pesquisador (a) — SUELLEN DE AZEVEDO MOREIRA — dos

procedimentos que serdo ufilizados, riscos e desconfortos, beneficios,

custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da pesquisa, concordando
ainda em participar da pesquisa.

Foi-me garantido que posso retirar o consentimento a qualquer momento,
sem qualguer penalidade ou intermupcio de meu acompanhamento/assisténcia/
tratamento. Declaro ainda que recebi uma copia desse Termo de
Consentimento.

Poderei consultar o pesquisador responsavel (acima identificado) ou o
CEP - UNIFAL - MG, com enderego na Universidade Federal de Alfenas, Rua
Gabriel Monteiro da Silva, 700, Centro, Cep - 37130-000, Fone: (35) 3299-1318,

no e-mail: comite etica@unifal-mg.edu.br sempre gque entender necessario obter

informacdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e minha
participacio no mesmo.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicagfes cientificas, desde que meus

dados pessoais ndo sejam mencionados.

LOCAL E DATA: Alfenas, 03 de Outubro de 2018.

{Mome por extenso)

(Assinatura)
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