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RESUMO

A PDT antimicrobiana é um eficiente método coadjuvante na desinfeccao do
sistema de canais radiculares, o que torna importante o estudo sobre a possibilidade
de alteracbes morfologicas e permeabilidade provocadas pelo laser de diodo na
estrutura dentinaria radicular. A proposta deste estudo foi investigar as alteracdes
morfolégicas e percentual de infiltracdo apical radicular apés o uso do laser diodo.
Quarenta dentes monorradiculares foram instrumentados pelo sistema rotatorio
Protaper e irrigados com NaOCI 5,25% e EDTA 17%. Depois, foram divididos
aleatoriamente em: G1: ndo receberam PDT (controle); G2: receberam pré-
irradiacdo com fotossensibilizador azul de toluidina e irradiagdo com laser diodo de
AsGaAl. Em seguida, 10 dentes de cada grupo foram analisados por MEV quanto as
alteracbes morfoldgicas. Os outros 10 dentes foram obturados e corados por
Rodamina B para avaliar o percentual de infiltragéo apical. Os resultados mostraram
diferenca significativa entre G1 e G2 (p<0,001 - qui-quadrado), verificando maior
presenca de debris em G1 (controle) e maior ocorréncia de tubulos dentinarios
abertos em G2 (PDT). Erosdes e cracks foram observadas em ambos os grupos,
sem diferencga estatistica significativa (p>0,001). O percentual de infiltracao apical foi
significativamente maior em G2 que em G1 (p<0,001 — t student). Concluiu-se que a
utilizacao do laser diodo promoveu a reducao de smear layer e abertura dos tabulos
dentinarios, ndo influenciando na ocorréncia de erosao, cracks e carbonizacdo. O

laser aumentou a permeabilidade da dentina apical.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia; Laser Endodontia.



ABSTRACT

The antimicrobial PDT is an eficient method supporting the disinfection
of the root canal system, which makes it important to study on the possibility of
morphological and permeability caused by the diode laser on the root dentin
structure. The purpose of this study was to investigate the morphological and
percentage of root apical leakage after using the diode laser. Forty single teeth were
instrumented by Protaper rotary system and irrigated with 5.25% NaOCI and 17%
EDTA. They were then randomly divided into: G1 not receive PDT (control), G2:
received pre-irradiation with toluidine blue photosensitizer and irradiation by GaAlAs
laser diode. Then, ten teeth in each group were analyzed by SEM as morphological
changes. The other ten teeth were filled and stained with Rhodamine B to evaluate
the percentage of apical leakage. The results showed significant difference between
G1 and G2 (p <0.001 - chi-square), checking greater presence of debris in G1
(control) and higher incidence of open dentinal tubules in G2 (PDT). Erosions and
cracks were observed in both groups, with no statistically significant difference (p>
0.001). The percentage of apical leakage was significantly higher in G2 than in G1 (p
<0.001 - t student). It was concluded that the use of the diode laser caused a
reduction of smear layer and opening the dentinal tubules and does not influence the
occurrence of erosion, cracks and carbonization. The laser increased the

permeability of the apical dentine.

Key-words: Photodynamic Therapy, Lasers, Endodontics.
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1 INTRODUCAO

Micro-organismos presentes no sistema de canais radiculares (SCR) tém se
mostrado a principal causa de insucesso da terapia endododntica, tanto por seus
produtos metabodlicos como por sua consequente formacdo de foco de infeccao-
biofilme, pois podem colonizar os tubulos dentinérios, canais acessorios, istmos e
deltas apicais, dificultando a eliminagdo pela instrumentacdo, pelo uso de
substancias irrigadoras e pela medicacéo intracanal (GOMES et al., 2006). Exemplo
disso é a colonizacdo por Enterococcus faecalis, junto com outros micro-organismos
como Candida albicans, consideradas espécies resistentes e persistentes nas
infeccbes endodonticas, que podem ser causadores de falhas em alguns
tratamentos endododnticos (SJOGREN et al., 1997).

Ainda nessa visdo, pode-se citar o fato de a defesa do hospedeiro ou a
administracdo sistémica de agentes antimicrobianos ndo serem acessiveis aos
micro-organismos remanescentes dentro do complexo radicular (DUNAVANT et al.,
2006), fazendo-se necessario a complemetacdo da terapia endoddntica, com novas
técnicas, no ambito das substancias irrigadoras, das medicacfes intracanal e da
radiacdo laser, que por sua vez, potencializem a descontaminacdo e a atividade
antimicrobiana.

A radiacdo de lasers de baixa intensidade tem sido proposta como uma
terapéutica a ser associada ao preparo quimico mecanico (PQM) em casos de
infeccdo, considerando a possibilidade de aumentar a efichcia do tratamento
endoddntico por meio de sua acao bactericida. A acédo antimibrobiana dos lasers de
baixa intensidade vem sendo estudada em um processo conhecido como terapia
fotodinamica (Photodynamic therapy — PDT) (BERGMANS et al., 2006).

Por meio da PDT, os micro-organismos entram em contato com um corante e
tornam-se susceptiveis a luz irradiada, a qual induz uma reacdo fotoquimica com
formacao de radicais livres de oxigénio singleto -produtos responséaveis pela invaséo
e ruptura da parede celular bacteriana, levando a destruicdo do micro-organismo
(SCHOORP et al., 2004).

Analisando-se a PDT em dentes portadores de infecgcbes endoddnticas
antibiotico-resistentes com necessidade de retratamento, os resultados tém

comprovado diminuigdo no numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de
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diversas espécies bacteriana, demonstrando que a PDT pode ser um coadjuvante a
terapia endodontica (GARCEZ et al., 2010; Souza, et al., 2010).

No entanto, fazem-se necessérias, investigacdes do efeito dessa tecnologia
sob as alteragBes morfolégicas no tecido dentinario quando da associacao do laser
de baixa intensidade a terapia endodbOntica preconizada, visto que estudos
demostram a grande variabilidade de alteracbes promovida pela radiacdo laser de
alta intensidade, tais como: ablacdo do tecido dentinario, remoc¢ado de smear layer e
exposicdo dos tdbulos dentinarios, fusdo de hidroxiapatita, produzindo areas de
recristalizacdo nas paredes do canal radicular e obliteracdo dos tubulos dentinarios
(SOUZA et al., 2005).

Uma vez alterados os padrdes morfolégicos dos tubulos dentinarios, a
permeabilidade dentinaria podera sofrer alteragbes e consequentemente a
capacidade de selamento do cimento obturador também pode estar alterada. Essas
alteracbes no selamento, poderdo permitir a reinstalacdo e reinfeccdo de micro-
organismos no SCR, formando novos focos de infeccdo e por conseguinte,
causarem o insucesso da terapia endodontica (BASSILI, 2002).

Considerando que a radiacdo laser nas paredes dos canais radiculares
promove alteracBes morfologicas que podem interferir na adaptacdo das obturacdes
dos sistemas de canais radiculares, o presente estudo visa avaliar in vitro,
quantitativa e qualitativamente, os efeitos da radiacdo do laser diodo 660 nm,
utilizado durante a PDT, quanto as alteracdes morfoldgicas e a permeabilidade dos
tubulos dentinarios, por meio da andalise de imagens e percentual de infiltracdo

apical, respectivamente.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Para melhor entendimento e facilidade de leitura, a revisdo de literatura sera
abordada nos seguintes topicos: Substancias quimicas e microbiota endodéntica;
Terapia fotodindmica antimicrobiana em canais radiculares; Alteracdes morfoldgicas

da parede dos canais radiculares produzidas pelo laser

2.1 Substancias quimicas e microbiota endoddntica

Um dos objetivos da Endodontia € devolver ao sistema de canais radiculares
sua condicdo asséptica, eliminando-se a microbiota patogénica, para o possivel
retorno do dente a sua funcdo (SCHOORP et al., 2004).

A preparacgdo do sistema de canais radiculares é reconhecidamente uma das
mais importantes etapas do tratamento endodontico. Ela inclui a remocéo de tecidos
vitais e necréticos do SCR, além da dentina infectada (HULSMANN, PETERS e
DUMMER, 2005).

As buscas por melhores maneiras de se promover a limpeza e antissepsia
radicular fizeram com que diversas substancias fossem testadas no interior dos
canais. Baseado no empirismo, e aliado a necessidade de resolver problemas
pertinentes a Endodontia, Schreier (1893) utilizou uma mistura de sodio e potassio
metalicos como agentes antissépticos, uma vez que, na presenca de umidade,
geravam hidréxido de sédio e hidroxido de potassio, respectivamente, promovendo a
saponificagao dos tecidos necrosados.

Miller (1894) observou no tecido necrotico pulpar, cocos, bacilos e espirilos.
Também pode-se observar que as bactérias sdo 0s principais micro-organismos
colonizadores do tecido pulpar.

Walker (1936) prop6s o uso do hipoclorito de sédio (NaOCI) a 5% na irrigacéo
dos canais radiculares, uma vez que acreditava ser, tal substancia, eficiente na
neutralizacdo de conteudos sépticos do canal.

Grossman e Meiman (1941) realizaram um estudo comparando varios

agentes quimicos utilizados na Endodontia até entdo, quanto a capacidade de
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solvéncia pulpar. Os agentes quantificados foram: acido sulfarico aquoso, sédio e
potassio metalicos, dioxido de sédio, metilato de sodio, papaina e hipoclorito de
sédio a 5%. A conclusdo desses autores foi de que o hipoclorito de sédio a 5%
demonstrou-se mais eficiente na dissolug&o pulpar.

Kakehashi, Stanley e Fitzgerald (1965) verificaram que polpas de ratos
estéreis expostas ao meio bucal ndo sofreram mortificacdo, mas sim formacéo de
ponte de dentina, evidenciando o poder reparador do tecido quando isento de
infeccdo. Nos espécimes ndo-estéreis, foram observados abscessos, extensas
areas inflamatérias e reabsorcbes 0sseas.

Schilder (1974) preconizou uma técnica de instrumentacdo dos canais
radiculares denominada “Cleaning and Shaping” que significa limpando e
modelando, onde se buscava uma forma conica afunilada para os canais. Com essa
técnica, pbde-se alcancar maior facilidade de limpeza com o uso de solucdes
irrigantes, conseguindo-se, durante a obturacdo do canal, uma adaptacdo melhor do
cone de guta-percha e uma facilidade maior para introduzir o cimento obturador em
toda &rea do canal.

McComb e Smith (1975) em um estudo pioneiro, observaram com
microscopia eletronica de varredura (MEV), o efeito das diversas solucbes
irrigadoras utilizadas no tratamento endoddntico sobre as paredes dentinarias do
canal radicular. Dentes unirradiculares humanos foram instrumentados utilizando-se
como solucdao irrigadora agua destilada, hipoclorito de sodio a 1% ou 6%; NaOCI a
6% alternado com peréxido de hidrogénio a 3%, EDTAC a 17% (EDTA associado a
Cetavlon, um antibactericida), e acido poliacrilico 20%. Pela primeira vez observou-
se a formacdo de uma camada amorfa (smear layer) aderida as paredes dos canais
radiculares como resultado ao preparo biomecanico. Concluiram que o EDTAC foi
capaz de remover a camada de smear layer do canal radicular, tornando as paredes
dentinarias préprias para receber material obturador. A limpeza obtida por tal
solucéo foi proporcional ao tempo em que foi deixada no interior do canal.

Bystrom e Sundqvist (1981) analisando a eficacia da instrumentacdo durante
a terapia endodontica, concluiram que esta ndo € capaz de eliminar bactérias sem
auxilio de solugdes com propriedades bactericidas, mesmo que a instrumentacao
tenha sido realizada por cinco sessoes.

Bystrom et al. (1987) avaliaram a ac&o do hipoclorito de sodio a 0,5% em

estudo in vivo por meio da analise de trinta dentes necrosados, unirradiculares.
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Destes dentes, quinze foram irrigados com a solucéo de hipoclorito de sodio a 0,5%
a ser testada e os outros quinze com solucédo salina. Ambos 0s grupos receberam
cinco sessbes de tratamento, com contagem de bactérias apds cada uma delas. Ao
final do tratamento, doze dos quinze dentes tratados com hipoclorito apresentaram-
se livres de bactérias, enquanto que oito de quinze dentes tratados com solucéo
salina apresentavam-se livres de bactérias. Com isso, concluiram que o hipoclorito
se mostra mais eficaz quando comparado a solucao salina.

Czonstkowsky et al. (1990) em uma revisdo de literatura sobre solugdes
irrigadoras e seus efeitos na descontaminacdo das paredes dentinarias radiculares,
concluiram que a remocdo da camada de smear layer apresenta mais beneficios do
que riscos, recomendando, portanto o uso alternado de hipoclorito de s6dio e EDTA
durante o preparo biomecanico dos canais radiculares.

Pécora et al. (1993) analisaram a permeabilidade da dentina radicular
utilizando vinte incisivos centrais superiores extraidos de humanos e instrumentados
manualmente pela técnica step back com 1 minuto de instrumentacdo para cada
lima, irrigando o canal com cada substancia a ser estudada, apos dividi-los nos
seguintes grupos: G1: EDTA a 15%; G2: NaOCl a 0,5%; G3: NaOCl a 0,5% + EDTA
(proporcédo de 1:1); G4: ora liquido de Dakin, ora EDTA (5,4 mL de cada). Apés
andlise quantitativa da penetracdo de ions cobre na dentina radicular, chegaram a
conclusao de que apesar de nenhum dos grupos ter removido por completo a smear
layer e detritos, a solucdo EDTA + NaOCI a 0,5% foi mais eficiente do que quando
utilizados separadamente.

Fachin, Hahn e Palmini (1994) afirmaram que a solugao irrigadora ideal deve
combinar o maior niumero possivel de propriedades, pois é impossivel combinar
todas simultaneamente. Os autores descreveram que o hipoclorito de s6dio possui
capacidade de dissolugcédo de tecido necrotico, atribuida a sua alta alcalinidade e
propriedade germicida, relacionada com a formacdo de &cido hipocloroso pela
liberacdo de cloro na solucdo. Os autores indicaram o uso de hipoclorito de sédio a
1% por este apresentar equilibrio entre as propriedades.

Berutti, Marini e Angeretti (1997) mensuraram a capacidade de algumas
solugdes irrigadoras de penetrar nos tubulos dentinarios. Selecionaram 24 incisivos
centrais superiores, que foram esterilizados e posteriormente incubados com
Streptococcus faecallis por vinte dias. A instrumentacdo dos dentes foi realizada em

ambiente asséptico, irrigando-se o0s canais radiculares, entre a utilizacdo de cada
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instrumento, com hipoclorito de sodio a 5,25% e EDTA a 10%. Em metade dos
dentes, além das solucdes citadas, também foi utilizado um detergente anidénico
tensoativo (Triton-X). Os dentes foram descalcificados e analisados por meio de
microscopia Optica, onde se observou a presenca de bactérias nos tubulos
dentinarios em diferentes profundidades. No grupo onde néo foi utilizado tensoativo,
havia a presenca macica de bactérias na profundidade de 300 um, enquanto no
grupo onde o tensoativo foi utilizado, havia uma camada livre de bactérias a partir da
luz do canal, que se estendeu por 13 mm. Abaixo dessa zona, havia contaminacao.
Os autores concluiram que o Triton-X auxilia a penetracdo do hipoclorito de sédio no
interior dos tubulos dentinarios.

Heling e Chandler (1998) compararam o efeito antimicrobiano de algumas
solugBes de uso endoddntico. Utilizando seis raizes de dentes bovinos, os autores
obtiveram cortes transversais que foram submetidos ao hipoclorito de sédio e EDTA
para remocdo de restos pulpares e da camada de smear layer. Em seguida, o0s
espécimes foram incubados com Enterococcus faecalis por cinco dias e submetidos
a diversas substancias irrigadoras (soro fisiolégico, NaOCl a 1%, EDTA a 17%,
clorexidina e peréxido de hidrogénio). Os resultados indicaram que o EDTA néo é
eficiente contra a cepa bacteriana utilizada, do mesmo modo que o soro fisioldgico.
O hipoclorito de sédio a 1% mostrou-se tao eficiente quanto a clorexidina, e estas
solucdes foram superiores ao peréxido de hidrogénio na reducdo de cepas de
bactérias.

Koulaouzidou (1999) avaliou a citotoxidade do NaOCI| e EDTA em diversas
concentracdes e potenciais hidrogenidnicos (pH). O autor utilizou culturas de células
submetidas a diferentes solucfes irrigadoras e avaliaram, quantitativamente, a
viabilidade celular apos diferentes intervalos de tempo. Os resultados indicaram
grande porcentagem de células mortas nos meios tratados com hipoclorito de sédio
e EDTA, independentemente do pH destas solucdes, fato este que levou o
pesquisador a concluir que ambas as solugdes séo citotoxicas nas concentracdes
utilizadas rotineiramente na Endodontia.

Spano et al. (2001) realizaram um estudo in vitro a fim de investigar o efeito
solvente de variadas concentragfes de hipoclorito de sddio (0,5: 1,0: 2,5 e 5%)
sobre o tecido pulpar bovino a temperatura ambiente, e também, para avaliar o teor
de cloro residual, pH e tensdo superficial antes e apos a dissolu¢do pulpar. Apés a

obtencdo dos resultados, os autores concluiram que quanto maior a concentragao
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de hipoclorito de sédio, maior a velocidade de dissolucéo do tecido pulpar bovino. O
pH e a tenséo superficial, apds os testes de dissolucdo com todas as concentracdes
de solucdes de NaOCI, foram reduzidos. O consumo de cloro foi menor quanto
menor a concentracdo de hipoclorito de sédio; e o teor de cloro residual ocorreu em
todas as concentracfes, sendo diretamente proporcional a concentracao durante o
processo de dissolucéo do tecido pulpar.

O uso de medicacgdo intracanal entre sessfes, em especial o hidroxido de
calcio, reforca a intencdo de reducao da populacdo microbiana do canal radicular. As
propriedades fisico-quimicas do hidroxido de célcio estdo associadas a difusdo dos
ions hidroxila em concentracbes adequadas, além da sua permanéncia por um
periodo sugerido de quatro semanas (MENEZES et al., 2004).

Portenier et al. (2005) verificaram a susceptibilidade do E. faecalis aos
agentes antimicrobianos (solucédo saturada de hidréxido de calcio, digluconato de
clorexidina a 0,05% e solucdo de hipoclorito de sédio a 0,0001%) de acordo com a
curva de crescimento dos micro-organismos. A susceptibilidade das cepas de E.
faecalis VP3-80 e A197A aos agentes foi maior na fase logaritmica, quando a morte
bacteriana ocorreu no periodo de 3 a 10 minutos apds o contato com a substancia.
Ja na fase estacionaria, a mais resistente, ndo foi observada morte completa das
bactérias mesmo apds o periodo de 10 minutos.

Souza (2006) realizou avaliacdo microbiolégica por checkboard DNA-DNA
hybridization e confirmaram a limitacdo da atividade antimicrobiana do hidroxido de
calcio como medicacdo entre sessdes, pela modesta reducdo da prevaléncia de E.
nodatum, F. periodonticum, S. intermedius, T. forsythensis e T. denticola no final do
tratamento.

As éareas como istmos, deltas, ramificacbes, irregularidades e tubulos
dentinarios séo locais complexos do SCR. Tais areas sao dificilmente alcancadas
pelos agentes antimicrobianos utilizados na terapia endoddntica convencional e
representam um obstaculo na eficacia do tratamento endoddntico (DUNAVANT et
al., 2006).

Basrani et al. (2007) descreveram que apesar da limpeza mecéanica reduzir
consideravelmente o nimero de micro-organismos, acredita-se que o numero de
bactérias remanescentes desta etapa possa ser controlado somente com o uso de

medicacéo intracanal durante sessdes de preparo do canal.
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Siqueira Jr. et al. (2007) avaliaram o poder bactericida da pasta de hidroxido
de calcio com soro fisiolégico e hidroxido de célcio com paramonoclorofenol
canforado (PMCC). Constataram que a pasta com soro fisiol6gico foi inefetiva para o
E. faecalis e F. nucleatum, mesmo apds uma semana de exposi¢cdo. A pasta com
PMCC eliminou bactérias dos tabulos dentinarios apés uma a quatro horas de
exposicao, exceto para Enterococcus faecalis que necessitou de dois dias de
exposicao.

Em estudo in vivo, Vianna et al. (2008) avaliaram a reducao microbiana apés
0 preparo quimico-mecanico de canais radiculares humanos com necrose pulpar,
utilizando como irrigantes endodénticos, hipoclorito de so6dio a 2,5% ou gel de
clorexidina a 2%. Trinta e seis dentes com necrose pulpar foram divididos em dois
grupos de acordo com a solucéo irrigadora. A presenca bacteriana foi determinada
através de PCR (reacédo em cadeia da polimerase) e pela contagem de UFC. Ambas
as solucdes foram eficazes na reducao do numero de bactérias.

Khedmat e Shokouhinejad (2008) avaliaram a eficacia na remoc¢&do da smear
layer comparando o efeito do EDTA a 17%, &cido citrico a 10% e “smear clear”.
Utilizaram 48 dentes humanos monorradiculares sem curvatura que foram
seccionados em tercos coronal, médio e apical. As amostras foram submetidas a
irrigacdo de 1 mL da substancia a ser testada durante 1 minuto, seguidas de
irrigacdo com NaOCI a 5,25%. ApoOs analisarem os resultados obtidos, concluiram
que 1 mL de cada solucao irrigada por 1 minuto ndo foram eficazes na remocao de
smear layer, sem discrepancia entre as solugbes; no entanto, no terco apical, o
acido citrico foi menos eficiente que as demais solugdes testadas.

Retamozo et al. (2010) investigaram a concentracdo de NaOCI e o tempo de
irrigacdo necessarios para a desinfeccdo de blocos de dentina infectados por E.
faecalis. Quatrocentos e cinquenta blocos de dentina foram preparados a partir de
incisivos bovinos extraidos e tiveram seus tubulos dentinarios abertos pela utilizagdo
de EDTA a 17% por 4 minutos. Em seguida, os blocos foram irrigados com NaOCI a
5,25%. Os blocos de dentina foram expostos a bactéria e incubados por trés
semanas em meio de cultura BHI (caldo de infusdo cérebro coracdo). As amostras
foram divididas em dois grupos controles (positivo e negativo) e trés grupos, de
acordo com as concentragdes de NaOCI: 1,3%; 2,5% e 5,25%, aplicados por 15, 20,
25, 30, 35 e 40 minutos. As amostras foram incubadas por 72 horas em um tubo

contendo 2 mL de BHI e o crescimento bacteriano foi avaliado pela turbidez do meio.
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Os dados revelaram que a irrigacdo mais efetiva foi o0 NaOCI na concentracdo de
5,25% por 40 minutos (100%), enquanto que a irrigagcdo nas concentracfes mais
baixas foram ineficazes na eliminagcdo do E. faecalis neste mesmo intervalo de
tempo. Os autores concluiram que é necesséaria alta concentracdo e longa
exposicao ao NaOCI para eliminar a bactéria testada.

SOUZA et al. (2010) através de estudo in vitro, verificaram a reducdo de
bactérias no SCR por meio de trés técnicas de irrigagdo: irrigacdo convencional com
agulhas NaviTip; irrigacdo convencional com agulhas NaviTip complementadas pela
ativacdo das substancias com Endoactivator e irrigacdo com sistema Endovac. Nos
trés tipos de irrigacdo foram utilizadas as solucdes de hipoclorito de sodio a 2,5% e
EDTA a 17%. Para o grupo controle, foi utilizado apenas solugéo salina. Sessenta
caninos unirradiculares extraidos de humanos foram contaminados com cepas de E.
faecalis por sete dias e divididos em quatro grupos experimentais de acordo com as
irrigacdes. As amostras coletadas antes e ap0s o0 preparo quimico-mecanico foram
cultivadas e as UFC foram contadas. A reducdo da populagédo bacteriana foi
altamente significativa em todos 0s grupos experimentais, ndo havendo diferenca

significativa entre os grupos.

2.2 Terapia fotodinamica antimicrobiana em canais radiculares

Em 1941, foi relatado na literatura médica, pela primeira vez, o termo Terapia
Fotodinamica (PDT-Photodynamic Therapy) sendo definida como uma reacao entre
fotossensibilizadores e luz, gerando efeito citotoxico através de reacfes oxidativas.
Nessa terapia, um agente quimico (corante) é utilizado e ativado por luz
(sensitizagdo) causando morte celular, principalmente, por apoptose. (Ackroyd et al.,
2001; Alfenas et al., 2011; Fan et al., 1996; Lee et al.,, 2004; Machado, 2000;
Wainwright, 1998).

Assim, a terapia fotodindmica é um processo fotoquimico onde a excitagdo
eletronica do sensitizador 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 o

mecanismo tipo Il, mais desejavel e responsavel pela apoptose que, diferentemente
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da necrose, ndo provoca injuria aos tecidos adjacentes. Na apoptose, a célula tem
uma morte programada com encolhimento da mesma e formacdo de vesiculas
(corpos apoptéticos) que sao fagocitados por macréfagos posteriormente. Como nao
hé& lise celular, ndo ha extravasamento do conteudo citoplasmético, evitando assim,
lesdo tecidual. Isso torna a PDT uma terapia eficaz e segura (Gad et al., 2004;
Kristiansen e Amaral, 1997; Kubler et al., 1998).

O conceito da Terapia Fotodindmica foi instituido por Oscar Raab (1900), que
publicou o primeiro artigo, apds observar que baixas concentracdes do corante de
acridina, associadas a presenca de luz, eram letais aos protozoarios causadores de
malaria. Isso deveu-se ao fato da transferéncia de energia da luz para o corante.

Tappeiner e Jesionek, em 1903, fizeram pela primeira vez na Medicina, a
aplicacédo tépica de corante eosina associado a exposicao de luz para tratamento de
cancer de pele.

Von Tappeiner (1907) denominou a associacdo de corante com exposicao de
luz de acéo fotodinamica.

Wilson, Dobson, Harvey (1992) ao verificarem que as espécies bacterianas
nao apresentam fotossensibilizadores, preconizaram a utilizacdo de composto que
pudesse atrair a luz e formasse radicais livres. Porém, concluiram que a habilidade
de um componente absorver luz, ndo significa necessariamente que ele possa atuar
como  fotossensibilizador. Para  produzir  efeito antimicrobiano, oS
fotossensibilizadores devem apresentar picos de absorcdo préximos ao
comprimento de onda da luz utilizada e ndo devem apresentar toxicidade ao
hospedeiro.

Wilson et al. (1993) concluiram que células desprovidas de componentes
fotossensiveis enddégenos podem reverter o quadro tornando-se sensiveis a luz
guando coradas com substancias como o azul de toluidina, azul de metileno, eosina
e hematoporfirinas.

Além do azul de toluidina e azul de metileno, outros corantes
fotossensibilizadores vém sendo utilizados na PDT com objetivo de eliminacéo
microbiana intracanal. Moritz et al. (1997) verificaram que a radiacdo do laser de
diodo (660 nm) em canais radiculares infectados por E. coli e E. faecalis demonstrou
potente efeito bactericida. Apenas cinco, entre as 44 amostras infectadas, exibiram

crescimento bacteriano positivo apdés a radiacdo. O parametro de radiacdo mais
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efetivo na reducdo microbiana tinha poténcia em 4 mW e taxa de repeticdo de 0,01 e
0,02 segundos.

Walsh (1997) relatou que o laser de baixa intensidade, quando utilizado para
eliminagdo de bactérias causadoras de infec¢cdo endodontica, ndo € letal a essas
bactérias, mas por meio da ativacdo do corante fotoquimico, ocorre liberacdo de
oxigénio singleto, capaz de causar injarias na membrana e no material genético dos
micro-organismos, bem como naqueles resistentes a atividade antimicrobiana. Além
disso, relatou também que a PDT ndo promove resisténcia bacteriana, bem como
efeitos térmicos deletérios aos tecidos adjacentes sadios.

Segundo Schackley et al. (1999), o principio da terapia fotodinamica exige a
presenca de fotoativacdo quimica por luz dotada de comprimento de onda
adequado, associado a oxigénio, uma vez que a energia absorvida pelo corante é
transferida a molécula de oxigénio, dando origem a reacdo oxidativa. Como o
oxigénio reage com qualquer macromolécula, qualquer célula pode ser alvo da PDT.
Os corantes fotossensiveis mais utilizados sé&o o azul de toluidina e azul de metileno,
que sao fotossensibilizadores sintéticos. Cada corante fotossensibilizador possui um
espectro de acdo de luz sobre um comprimento de onda de maxima absorcao.

Gutknetch et al. (2000) através de 102 cortes longitudinais de dentina bovina
de 100, 300 e 500 um, avaliaram o efeito antibacteriano em profundidade do laser
diodo em canais radiculares. Para isso, os fragmentos foram esterilizados e em
seguida, em um dos lados, foram inoculados com 5 ml de suspenséo de E. faecalis.
Quatro cortes de cada espessura, foram selecionados para grupo controle e nao
receberam a radiagdo, os demais cortes receberam a radiacdo laser, que foi
aplicada do lado oposto da lamina, onde foram inoculadas as bactérias, através de
laser diodo, emissdo continua, comprimento de onda de 980 nm e auxilio de fibra
Optica de 200 um por um periodo de 30 segundos. Por meio de vibragdo, as
bactérias foram removidas das laminas para entdo, serem cultivadas, plaqueadas e
contadas em agar sangue de ovelha. Os resultados obtidos nos cortes radiados
foram entdo comparados aos resultados encontrados no grupo controle. Os
resultados demostraram que no corte de 100 um, o laser de diodo de 980 nm
alcancou reducdo maxima bacteriana de 95%; com uma espessura de corte de 300
MM, um maximo de 77% das bactérias foi destruida e a redugdo maxima bacteriana
com uma espessura de corte de 500 um foi de 57%. Concluiram que a radiacdo com

laser diodo reduziu o numero de bactérias em camadas profundas da parede
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dentinaria, sendo assim capaz de aumentar a taxa de sucesso na terapia
endodobntica

Garcez (2002) avaliou o potencial de reducdo bacteriana intracanal
comparando a PDT com o controle quimico. Para isso, utilizou o laser de Arseneto,
de Gélio e Aluminio atuando em comprimento de onda de 685 nm, poténcia de 10
mW, acoplado a fibra optica de 365 um e corante azuleno 25% associado ao Endo-
PTC. Trinta dentes tiveram seus canais radiculares instrumentados e em seguida,
foram contaminados com E. faecalis. Dez dentes receberam a substancia quimica
hipoclorito de sédio a 0,5% por 30 minutos; dez dentes receberam uma pasta a base
do corante azuleno por 5 minutos e radiagdo com laser de diodo; dez dentes néao
receberam tratamento. As coletas microbiologicas foram realizadas através de pinga
clinica e cones de papel, que foram mantidos no interior do canal por um minuto.
Através do meio de cultura BHI, foi realizada a contagem de UFC ap0s periodo de
24 horas. Os resultados demonstraram que houve reducdo bacteriana
significantemente mais alta no grupo de aplicacado de laser quando comparada ao
grupo tratado com o hipoclorito de sédio a 0,5% e o grupo sem tratamento. O autor
constatou reducdo bacteriana significativa na utilizacdo da técnica, considerando o
método efetivo na utilizacao intracanal.

Wilson (2004) verificou o efeito antimicrobiano do laser He-Ne (Hélio-Nedbnio)
utilizando-se o fotossensitizador azul de toluidina na concentragdo de 100 pg/mL.
Para isso, utilizou dentes contaminados por P. Gingivalis e Streptococcus
intermedius e energia do laser de 21 J. ApGs analise dos resultados, concluiu que o
laser de He-Ne, além de promover efeito antimicrobiano através da reducdo em até
50% da atividade proteolitica induzida pela endotoxina lipopolissacarideo (LPS) de
P. gingivalis, promoveu uma reducao de 5 log do S. intermedius.

Goncalves (2005) relatou que a eliminagcdo de micro-organismos por meio da
PDT esta relacionada com a ativacao do corante depositado no organismo alvo que,
apos sensibilizado, transforma oxigénio molecular em oxigénio singleto que é
citotoxico. Durante esse processo, componentes celulares fotossensiveis passam
para um estado excitado quando exposto a luz de comprimento de onda
complementar que € caracterizado pela passagem de elétrons para niveis de
energia superiores. Neste estado excitado, o fotossensibilizador pode interagir com o
oxigénio molecular iniciando a formacdo do oxigénio singleto altamente reativo

(fotoprocesso tipo 1) ou interagir com outras moléculas como aceptores de elétrons
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resultando na producdo de hidroxilas e outros radicais organicos (fotoprocesso tipo
[). Os produtos gerados nessas reacdes podem promover diversos danos nos
componentes da célula microbiana.

Wilson et al. (2005) compararam a morte celular bacteriana quando da
utilizacdo de antimicrobianos e quando da utilizacdo de laser e verificaram que a
terapia fotodinamica atua de forma mais rapida na morte celular bacteriana e, como
0 corante permanece por um curto periodo de tempo, o aparecimento de cepas
resistentes é menos provavel.

Em geral, o processo da PDT causa danos na via oxidativa, na membrana
plasmatica e material genético da célula microbiana, mas nao sao téxicos as células
do hospedeiro (ZANIN et al., 2006).

Bergmans et al. (2006) avaliaram o efeito bactericida do laser de Neodimio:
itrio, Arsénio, Galio (Nd:YAG) (energia: 100 J, poténcia: 1,5 mW, frequéncia: 15 Hz,
quatro aplicacbes por 5 segundos e fibra de 300 um de didmetro) em canais
preparados e irrigados com EDTA a 17% por 2 minutos. Apés a radiagdo intracanal,
observaram que houve uma reducao significante do E. faecalis (99,7%) e uma
pequena destruicdo em profundidade nas areas radiadas que entraram em contato
com a fibra. Concluiram que o laser ndo pode ser considerado uma alternativa, mas
um possivel suplemento aos protocolos de desinfec¢cdo, pois a aplicacdo do laser
possui um efeito aproximado de 1 mm em profundidade na dentina.

Souza (2008) verificou, in vitro, o grau de desinfeccdo em profundidade na
dentina provocado pelo uso de radiacdo laser diodo, ap0s preparo quimico-cirargico
e inoculagdo com E. faecalis por quatro semanas, em trinta raizes de dentes
humanos unirradiculares. As raizes foram divididas em trés grupos. Grupo 1:
radiacdo com laser de diodo com comprimento de onda 830 nm, na poténcia de 3
mW por 5 segundos e quatro repeticées; Grupo 2, substancia quimica sem radiagéo
e o Grupo 3 (controle), apenas irrigacdo com 20 mL de solucao fisioldgica estéril. Os
resultados mostraram uma reducao de 100% da microbiota provocada no Grupo 1 e
de 98,39% no Grupo 2, ambas em relacdo ao Grupo 3. Concluiu que a radiacdo do
laser diodo, nos parametros e amostras testadas, foi eficaz na reducdo da
contaminacao em profundidade da dentina radicular frente ao E. faecalis.

Fimple et al. (2008) analisaram a resposta da PDT sobre o biofilme de cinco
espécies bacterianas. Cento e vinte dentes unirradiculares extraidos de humanos,

sensibilizados com azul de metileno foram contaminados com as seguintes espécies
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A. israelii, F. nucleatum, P. gingivalis e P. intermedia. A radiacao foi realizada com
laser diodo em uma poténcia de 1 mW e comprimento de onda de 665 nm. O
sistema foi acoplado em fibra Optica de polimetilmetacrilato com diametro de 250
um, distribuindo a luz de forma a atingir 360 graus das paredes. Trés unidades da
amostra foram analisadas em MEV para confirmacdo da infeccdo, e as demais
tiveram as culturas bacterianas contadas por meio de UFC e analisadas pela
hibridizacdo de DNA-DNA checkerboard. Concluiram que a PDT € um eficaz método
na reducdo de micro-organismos presentes no interior do canal, quando associado a
aplicacao de azul de metileno como fotossensibilizador.

Xu et al. (2009) avaliaram, in vitro, o efeito sinergista do azul de metileno e da
luz vermelha em fibroblastos e osteoblastos humanos, utilizando os parametros
similares aos aplicados durante a PDT para desinfeccdo endoddntica. Ambas as
células foram sensibilizadas com 50 pg/mL de azul de metilieno e em seguida, foram
expostas a luz vermelha, com comprimento de onda de 665 nm por 5 minutos com
radiacdo de 10, 20, e 40 mW. Apds a PDT, as atividades mitocondriais das células
foram avaliadas, bem como se ap6s a PDT houve inducao de apoptose por meio de
exame “western blot”, utilizando anticorpos polimerase especificos. Os resultados
obtidos revelaram que nenhum sinal de apoptose para nenhum dos dois tipos
celulares foi observado, concluindo que a PDT é um método seguro para inativar
patégenos endodbnticos, sem no entanto, causar injurias nas células adjacentes.

Garcez et al. (2010) avaliaram o efeito da PDT em pacientes com diagnostico
de necrose pulpar, portadores de micro-organismos resistentes a profilaxia
antibiotica previamente instituida ao tratamento endoddntico. Trinta dentes
anteriores de 21 pacientes portadores de lesdo periapical receberam tratamento
endoddntico convencional associado a antibioticoterapia. Amostras microbiologicas
foram coletadas apOs acesso intracanal, terapia endodontica convencional e PDT.
Para a terapia fotodinamica o protocolo utilizado foi: cloridrato de poliestireno como
fotossensibilizador e laser diodo (P = 40 mW, tempo = 4 minutos, energia = 9,6 J).
Todos os pacientes apresentaram pelo menos um micro-organismo resistente ao
antibidtico. A terapia endodontica convencional reduziu significantemente o numero
de espécies microbianas, porém, apenas trés dentes se apresentaram livres de
bactérias, enquanto que a combinagdo da terapia endodéntica com a PDT eliminou
todas as espécies antibiotico-resistentes e todos os dentes apresentaram-se livres
de bactérias. Concluiram que o uso da PDT associada a terapia endodontica
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convencional apresentou melhores resultados na reducao microbiana e que a PDT é
um eficiente método de tratamento para eliminar bactérias antibidtico-resistentes.

Souza et al. (2010) investigaram, in vitro, os efeitos antibacterianos da terapia
fotodinamica com azul de metileno (MB) ou azul de toluidina (TB) (ambas a 15
pg/mL) como um suplemento para a instrumentacdo e irrigacdo de canais
radiculares experimentalmente contaminadas com 5 mL de E. faecalis. Setenta
dentes monorradiculares extraidos de humanos tiveram 0s canais contaminados
com cepa de E. faecalis por sete dias, dos quais dois dentes foram submetidos a
analise com MEV para confirmacdo do padrédo de instalacdo das cepas. Os 68
dentes foram entdo instrumentados com limas rotatdrias de niquel-titanio e irrigados
a cada troca de instrumento com hipoclorito de sédio a 2,5% ou com NaCl a 0,85%,
de acordo com a distribuicdo aleatéria em quatro grupos experimentais: G1: PDT
com MBY/irrigacdo com NaOCIl a 2,5; G2: PDT com TB/irrigacdo com NaOCI a 2,5%;
G3: PDT com MB/irrigacdo com NaCl a 0,85% e G4: PDT com TB / irrigacdo com
NaCl 0,85%. Para a PDT, o fotossensibilizador, na concentragdo de 5 pg/ml,
permaneceu no canal por 2 minutos antes da exposicao a luz vermelha emitida a
partir de um laser de diodo, durante 4 minutos, em movimentos em espiral. Amostras
foram tomadas antes e apdés a instrumentacdo/PDT. Em seguida, foram semeadas
em &gar mitis salivaris e as unidades formadoras de colbnias contadas. Apesar do
irrigante  utilizado (NaOCl ou NaCl) durante a instrumentacdo reduzir
significativamente as contagens bacterianas, o NaOCI foi significativamente mais
eficaz do que o NaCl, e esta diferenca persistiu apés a PDT, independentemente do
fotossensibilizador utilizado. Nao foram observadas diferencgas significativas entre os
dois fotossensibilizadores. Concluiram que a PDT com MB ou TB reduziu a
populacdo bacteriana intracanal sem, no entanto, apresentar diferenca significativa
suplementar a instrumentagdo e irrigacdo convencional. Ajustes no protocolo da
PDT podem ser necessarios para aumentar a capacidade de prevenir a infeccéo
bacteriana.

Carvalho et al. (2011) avaliaram a eficacia de algumas substancias quimicas
na remocdo do azul de metileno apés a PDT. Quarenta dentes unirradiculares
preparados endodonticamente foram preenchidos com azul de metileno 0,01% por
um minuto e radiados com laser diodo, A= 660 nm, P= 40 mW, E= 9,6 J, por 240
segundos. Os espécimes foram divididos em quatro grupos de acordo com a

substancia utilizada para remover o corante: G1- NaOCI 2,5%; G2- NaOCI e endo-
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PTC; G3- alcool etilico 70%; G4- solucdo salina (controle). As coroas foram
seccionadas e fixadas em estativa e fotografias foram tiradas antes, imediatamente
depois da PDT e apdés a remocdo do corante. As alteracbes cromaticas foram
avaliadas usando o software Adobe Photoshop e valores foram determinados em
quatro pontos fixos de cada coroa. Os grupos G1 e G2 foram eficazes em evitar o
manchamento das coroas. Segundo os autores, protocolos devem ser aplicados
apos a PDT a fim de minimizar o manchamento dental.

Garcez et al. (2011) realizaram estudo utilizando o azul de metileno associado
a PDT, na presenca de peroxido de hidrogénio (H20,), para eliminar Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, e Candida albicans. Quando o H,O, foi adicionado ao azul
de metileno e associado ao laser, houve um aumento do efeito antimicrobiano,
devido a uma alteracdo no tipo de oxigénio singleto gerado, bem como maior
absorcdo de azul de metileno pela microbiota. Para certificar o mecanismo, a
producdo de oxigénio singleto foi investigada na presenca e auséncia de H,O,.
Observou-se que a producdo de oxigénio singleto foi quase inibida quando as
células de H,O, ndo estavam presentes. Portanto, os autores concluiram que a
combinacdo de um fotossensibilizador, como azul de metileno e H,O, € uma
abordagem interessante para melhorar a eficiéncia da PDT.

Ng et al. (2011) avaliaram em ex vivo a utilizacdo da PDT com azul de
metileno quanto ao seu potencial antimicrobiano. Cinquenta e dois dentes
monorradiculares extraidos de humanos, portadores de polpa necrética e leséo
periapical visiveis em radiografia foram utilizados. Os dentes foram divididos em dois
grupos de acordo com o uso ou nhao da PDT. Em ambos os grupos, os canais foram
irrigados com hipoclorito de sodio a 6%, sendo que em metade deles foi aplicado o
protocolo de PDT com azul de metileno na concentracdo de 50 pg/mL sob laser
diodo na poténcia e comprimento de onda de 665 nm, com fluéncia de energia a 30
J. Foi realizada pré-irradiacao de 5 min e irradiagdo em duas etapas de 2,5 min com
intervalo de 2,5 min entre elas. Duas coletas do conteudo intracanal foram
realizadas: uma no acesso ao SCR e a outra apés o PQM e PDT (quando houve
aplicacdo da ultima). Realizou-se a contagem de UFC e hibridizacdo de DNA-DNA
checkerboard, onde detectou-se 39 espécimes bacterianas. Concluiram que o
tratamento endodontico associado a terapia fotodindmica se mostrou mais eficiente
quanto a desinfeccéo dos canais radiculares.

Rodriguez et al. (2011) estudaram os efeitos da PDT em dentes extraidos de
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humanos contaminados com biofilme bacteriano de E. faecalis utilizando o azul de
metileno na concentracdoo de 60 puM associado ao laser diodo com comprimento de
onda de 660 nm, de duas marcas diferentes: Twin Laser MMOptics (Sao Carlos, SP,
Brasil) e PhotonLaser Il DMC (S&o Carlos, SP, Brasil). Ambos os laseres foram
utilizados acoplados ou néo a fibra dptica e ainda, aplicados em dentes com coroa e
diretamento sobre o canal radicular, no acesso endodéntico. Os resultados
monstraram reducao de 99% para os grupos irradiados diretamente sobre o canal
radicular; 85% para os grupos irradiados através da coroa e 99,99% para 0s grupos
radiados com fibra dptica, tanto diretamente sobre o canal radicular quanto através
da coroa. Nao houve diferenca significativa quando compararam-se as marcas em
nenhuma das situac¢des. Os autores concluiram que o uso da fibra 6ptica aumenta
significativamente a eficiéncia da PDT.

Silva et al. (2012) avaliaram in vivo a resposta do tecido periapical de dentes
portadores de periodontite apical ap6s tratamento endoddntico em sessdo Unica,
associado ou n&o a terapia fotodindmica antimicrobiana. Sessenta canais
radiculares de cades com periodontite experimental induzida foram instrumentados e
distribuidos em quatro grupos, de acordo com a aplicacdo ou ndo de PDT e com a
obturacdo ou ndo do canal: grupo A: PDT com obturacdo na mesma sessao (n = 20),
com 10 pm/mL do fotossensibilizador cloridrato de fenotiazida por 3 minutos e laser
diodo (comprimento de onda = 660 nm, P = 60 mW) por 1 minuto; grupo B: PDT sem
obturacéo (n = 10); grupo C: sem PDT e com obturacdo na mesma sessao (n = 20);
grupo D: sem PDT e sem obturagdo (n = 10). Os dentes foram restaurados e 0s
animais foram eutanaziados decorridos noventa dias. Seccdes na maxila e
mandibula foram coradas com hematoxilina-eosina e tricromico de Mallory para
serem examinadas em microscopia de luz, quanto a presenca de tecido
mineralizado apical recém-formado, infiltrado inflamatério periapical, espessura do
ligamento periodontal apical e reabsor¢cdo do tecido mineralizado. Para anélise
quantitativa, foram avaliados o tamanho da leséo periapical e o niumero de células
inflamatorias. Nos grupos tratados com PDT, a regido periapical foi moderadamente
ampliada com auséncia de células inflamatérias e menores lesGes periapicais.
Embora né&o tenha sido alcancada a reparacdo da reabsorcao radicular externa, a
auséncia de células inflamatorias na regido periapical, nos grupos tratados com
PDT, indica que essa pode ser uma terapia coadjuvante promissora para a limpeza

e modelagem dos canais portadores de periodontite apical.
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2.3 Alteracdes morfologicas da parede dos canais radiculares produzidas pelo
laser

Hibst e Keller (1991) ao compararem a acéo do laser de CO; e Er::YAG sobre
a estrutura da dentina, concluiram que o laser de CO, causava fuséo, carbonizacao
e fissuras. Esses achados n&o eram observados quando se usava o laser Er::YAG.

Widgor et al. (1995) estudaram in vitro os efeitos do laser Er:-YAG, Nd:YAG e
de CO, sobre a dentina. Verificaram que o laser de alta poténcia Er::YAG causa
limitados efeitos térmicos na dentina, sem carbonizacdo ou zonas de necrose,
apresentando menores danos.

Dederich et al. (1995) quantificaram o0s parametros necessarios para
promover a fusdo da dentina radicular através do laser Nd:YAG. Dezoito dentes
foram seccionados de forma transversal, em pequenos circulos que, em seguida,
foram imersos em tinta preta da india. Decorridas 24 horas, os circulos foram
irradiados com laser Nd:YAG com poténcia de G1: 5 mW, 0,1 s; G2: 90 mW, 0,1 s;
G3: 4 mW 1 s; G4: 90 mW, 1 s. As amostras foram analisadas com MEV, onde
verificaram rachaduras e fusdo dentinaria. Concluiram que tanto a poténcia, quanto
o tempo de irradiacdo, sdo capazes de promover alteragdes morfologicas na
dentina.

Anic, Tachibana e Masumoto (1996) avaliaram a permeabilidade, alteracdes
morfolégicas e mudancas de temperatura da superficie radicular apés a utilizacéo de
trés diferentes tipos de laser. Para isso, selecionaram 140 dentes unirradiculares de
humanos, que foram instrumentados, irrigados com NaOCI a 5% entre as trocas de
limas, receberam como irrigacéo final EDTA 14% por 2 minutos e em seguida, foram
neutralizados com agua destilada por 4 minutos. Posteriormente, foram divididos em
trés grupos experimentais, de acordo com o laser a ser aplicado: G1: Nd:YAG; G2:
CO,. G3: laser de argbnio. Para analise da permeabilidade, os dentes tiveram seus
forames apicais vedados com cera vermelha e em seguida, foram irrigados com
seringa e agulha de insulina, com solucao de azul de metileno a 1%, por 60 minutos.

Seccdes longitudinais foram realizadas em cada amostra para que pudessem ser
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feitas mensuracbes nos tercos cervical, médio e apical através de
estereomicroscopio. As alteracfes de temperatura, durante e apds o tratamento com
laser, foram mensuradas pelo sistema infravermelho “Thermal Image Computer
System”, enquanto que as alteragbes morfolégicas foram analisadas com MEV, apés
desidratacdo sequencial de alcool etilico absoluto e secagem com “Critical Point”.
Magnificancias de 35X e 3500X foram processadas e analisadas. Os autores
concluiram que nas amostras em que a smear layer produzida durante a
instrumentacdo foi removida pela aplicacdo do laser, a permeabilidade aumentou,
enguanto que nas amostras onde a smear layer derreteu e obliterou os tubulos
dentinarios, a permeabilidade diminuiu. A maior elevacdo de temperatura foi
constatada pela aplicacdo do laser de argonio, seguido pelo Nd:YAG e, por fim, o
CO,.

Israel et al. (1997) compararam usando MEV, os efeitos dos lasers de CO,
Nd:YAG e Er:YAG sobre a superficie radicular de dentes extraidos e verificaram que
o laser Nd:YAG e o de CO; produziram uma camada vitrificada e induziram
alteracdes na superficie, tais como: cavitacdo, formacdo de glébulos minerais
derretidos e ressolidificados e carbonizacdo da camada superficial do canal
radicular, proporcionando a fusdo dentinaria, enquanto que o laser Er:YAG deixou
canaliculos dentinarios abertos, promoveu a remocao de smear layer e expos fibras
colagenas, sem apresentar sinais de derretimento ou carbonizagdo de superficie,
num efeito que segundo os autores € semelhante a aplicacdo de acido. Concluiram
que o laser de alta poténcia, independente do tipo, causa altera¢des ultraestruturais
nas estruturas dentinarias.

Tanji et al. (1997) analisaram a capacidade de remover a smear layer do laser
Er:YAG no tecido dentinario, utilizando diferentes tipos de energia aplicadas em trés
grupos de estudo: G1: 8,64 J/ cm? G2: 11,29 J/ cm?; e G3: 14,11 J/ cm?. A anélise
por microscopia eletrbnica de varredura, verificou que a menor energia utilizada
revelou auséncia de danos estruturais, derretimento ou rachaduras, no entanto,
apenas a maior energia mostrou-se livre de smear layer, com os tubulos
completamente desobstruidos.

Cussioli (1999) avaliaram, in vitro, o efeito da aplicacdo de laser Nd:YAG
sobre a dentina, quanto a adesividade de diferentes cimentos obturadores. Para
isso, quarenta dentes foram instrumentados utilizando-se soro fisiologico durante as

trocas de instrumentos e em seguida, os dentes receberam a aplicagcéo do laser. Os
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cimentos foram espatulados conforme orientacbes do fabricante e foram
depositados sobre a dentina, sendo: G1: cimento a base de 6xido de zinco e
eugenol; G2: cimento a base de resina epoxica. Os resultados demonstraram que no
G1 nao houve diferenca estatistica quando da utilizacdo ou ndo do laser, enquanto
que no G2 a adesividade se mostrou aumentada quando da utilizacdo do laser.

Carvalho (1999) avaliou o selamento marginal apical das obturacdes de
canais radiculares, realizadas apos a utilizacdo de EDTA ou ap6s a radiacdo das
paredes com dois diferentes tipos de lasers: G1: Nd:YAG (100 J, 15 Hz, 1,5 W) e
Er:YAG (120 J, 10 Hz, 1,2 W). Os resultados demonstraram maiores infiltracbes no
grupo Er:YAG, seguido do grupo EDTA e, por fim, do grupo Nd:YAG.

Carvalho et al. (2000) avaliaram, in vitro, a permeabilidade dentinaria do
conduto radicular ap6s a aplicacédo do laser Nd:YAG, com energia de 100 J, poténcia
de 1,5 W e frequéncia de 15 Hz. Para isso, selecionaram cinquenta dentes
monorradiculares, extraidos de humanos, que foram instrumentados e em seguida,
divididos em dois grupos: G1: com aplicagao de laser; e G2: sem aplicacao de laser.
Em seguida, os canais dos dois grupos foram obturados, imersos em recipiente
contendo corante azul de metileno por 48 h, e analisados por microscopia optica. Os
autores constataram uma maior adaptacdo do material obturador a superficie
radicular e maior infiltragdo do corante nos dentes que receberam a aplicacado de
laser.

Matsuoko et al. (2000) realizaram estudo para avaliar a limpeza e modelagem
dos canais radiculares realizada apenas com laser, sem auxilio de qualquer tipo de
lima ou substancia quimica auxiliar. Cinquenta dentes monorradiculares de humanos
foram selecionados e divididos em dois grupos: G1: dentes instrumentados com
limas rotatorias Mtwo e irrigados com NaOCI; G2: dentes que receberam apenas a
aplicacdo do laser, sem utilizacdo de limas e de substancias quimicas auxiliares.
Para a aplicacao do laser, foi utilizado o seguinte protocolo: laser Er:-YAG com 2 Hz
e 170-230 mJ de energia, bem como uma fibra Optica acoplada ao laser. Concluiram
que no grupo G2 ndo houve presencga de remanescentes pulpares e que o tempo de
preparo foi muito menor, quando comparado a instrumentacao rotatoria.

Pécora et al. (2000) avaliaram a permeabilidade dentinaria dos dentes apos a
instrumentacdo do SCR, com ou sem utilizacdo de laser de ErYAG. Apos
instrumentacdo de cinquenta dentes e utilizando agua destilada como solucéo

irrigadora entre as trocas de instrumentos, os dentes foram divididos em dois
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grupos: G1: que recebeu aplicacdo de laser; e G2: que ndo recebeu a aplicacdo do
laser. Concluiram que a instrumentacdo e a aplicacdo do laser de ErYAG
apresentaram maior permeabilidade dentinaria quando comparado aos dentes que
nao receberam aplicacao de laser.

Pécora et al. (2001) avaliaram os efeitos do uso de laser Er:-YAG e da
substancia EDTA sobre a adesividade de seis cimentos endodoénticos as estruturas
dentinarias. Selecionaram 99 molares humanos que foram aleatoriamente divididos
em trés grupos: G1: radiados com laser Er:YAG (2,25 w; 4 Hz, 200 mJ, 62 J); G2:
irrigados com EDTA por 5 minutos; G3: grupo controle, que nao recebeu nenhum
tipo de tratamento. Os cimentos utilizados foram AH plus®, Top seal, Sealer 26, AH
26, Sealer plus e FillCanal. Os resultados demonstraram que houve aumento
significativo na adesividade nos dentes que receberam laser e EDTA, quando
comparados ao grupo controle. A adesividade do cimento endoddntico Sealer 26 as
estruturas dentinarias, quando da aplicacéo do laser, foi significativamente superior
ao grupo que recebeu irrigacdo com EDTA. Os demais cimentos endododnticos nao
demonstraram diferencga significativa entre os grupos G1 e G2.

Ebihara et al. (2002) determinaram os efeitos de diferentes parametros de
laser sobre a dentina radicular. Utilizaram o laser Er:YAG com 10 J/cm?, 20 J/cm? e
30 J/cm? na frequéncia de 30 Hz, com ou sem spray de agua. Concluiram que n&o
houve acumulo de debris nas superficies irradiadas em nenhuma das condicdes
radiadas. No entanto, derretimento, recristalizacdo e tabulos dentinarios abertos
foram visualizados quando da utilizagcéo de trés pulsos sem spray de agua.

Brugnera Jr. et. al. (2003) avaliaram o efeito de diferentes lasers sobre a
permeabilidade da dentina radicular quando da utilizacdo de agua destilada e NaOCI
como solucdes irrigantes. Trinta caninos superiores humanos foram divididos
aleatoriamente em seis grupos, apos terem sidos instrumentados pela técnica “step-
back” G1: irrigagdo com agua destilada; G2: irrigacdo com NaOCI 1%; G3: irrigacao
com agua destilada associada a aplicacado de laser Er:YAG (140 mJ, 15 Hz, 300
pulsos); G4: irrigacdo com NaOCI| 1% e aplicacdo de laser Er:YAG; G5: irrigacao
com agua destilada e aplicacdo de laser Nd:YAG (150 mJ, 15 Hz, 2,25 W); G6:
irrigagcdo com NaOCI 1% e aplicagdo de laser Nd:YAG. O movimento da aplicagéo
do laser foi helicoidal do apice até a porcao cervical. Em seguida, os dentes foram
imersos em solucéo de sulfato de cobre a 10%, por 30 minutos, secos com pontas

de papel e imersos em solucéo de acido rubeanico a 1%, que forma um composto
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de cor que varia de azul escuro a preto, de acordo com a quantidade de ions cobre
que penetraram no interior do dente. Na sequéncia, os dentes foram colocados em
blocos de resina acrilica e seccionados no sentido transversal, em laminas de 150
um de espessura, para serem analisadas em microscopio 6ptico quanto ao grau de
permeabilidade. Concluiram que a agua destilada associada ao laser ErYAG
proporcionou maior permeabilidade dentinaria, quando comparada aos demais
grupos.

Santos et al. (2005) avaliaram as alteracdes morfolégicas da dentina radicular
apos ser irradiada com laser Nd:YAG através de diferentes parametros e angulos de
incidéncia. Quarenta e oito caninos superiores extraidos de humanos tiveram suas
coroas removidas na juncdo amelo-cementaria, suas raizes instrumentadas, e
divididos em quatro grupos, de acordo com o protocolo de radiagdo: G1: 1 W e 10
Hz; G2: 1 W e 20 Hz; G3: 3 W e 10 Hz; G4: 3 W e 20 Hz. Dois dentes de cada grupo
foram seccionados em sentido longitudinal e o laser foi aplicado perpendicular ao
canal. As demais aplicacdes de laser foram feitas com auxilio de fibra dptica
acoplada a ponteira do laser, que foi movimentada de apical para cervical em
movimentos de sentido horario, num intervalo de tempo de 1 minuto. Em seguida,
todas as amostras foram fraturadas no sentido longitudinal e analisadas com MEV,
com fotomicrografias do terco cervical, médio e apical, com magnificancia de 200X e
1.500X. Os resultados demonstraram que o aumento da frequéncia e da poténcia,
produziram mais alteracbes que caracterizam a aplicacdo de laser, tais como
formacgdes globulares, derretimento, ebulicdo e remocao de smear layer, permitindo
melhor visualizag&o de tdbulos dentinarios por MEV.

Marchesan et al. (2008) realizaram uma analise estrutural da dentina radicular
irradiada com laser diodo 980 nm em diferentes parametros. Setenta e dois caninos
superiores extraidos de humanos foram seccionados e seus canais instrumentados
com sistema rotatério K3. Os dentes foram irrigados com 2 mL de &gua destilada
entre as trocas de instrumentos e, como irrigacao final, 10 ml de agua destilada. Os
dentes foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (oito dentes em cada), de
acordo com os parametros do laser diodo: G1: sem emissao de laser (controle); G2:
1,5 W modo continuo; G3: 1,5 W/100 Hz; G4: 3 W modo continuo; G5: 3 W/100Hz.
O laser foi aplicado em movimentos helicoidais, paralelo a parede do canal, por 20
segundos. Os 32 dentes restantes foram seccionados longitudinalmente e a

radiacdo do laser foi aplicada no sentido perpendicular, a 1 mm de distancia focal,
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com 0S mesmos parametros e tempo descritos para os demais dentes. Concluiram,
apos analise em MEV, que diferentes energias utilizadas ndo apresentam diferencas
estatisticas nas alteracdes morfolégicas, porém, diferentes métodos de aplicacbes
do laser, causam modificagfes variadas na fusdo dentinaria e na remocgéo de smear
layer, sendo que a aplicacdo perpendicular, em todos os parametros, se mostrou
mais eficaz do que a aplicacdo em paralelo.

Marchesan et al. (2008) avaliaram o efeito do laser diodo na permeabilidade
do canal radicular apds o tratamento da dentina com diferentes solu¢des quimicas.
Setenta e cinco dentes caninos extraidos de humanos foram seccionados a 15 mm
do apice e, em seguida, instrumentados pelo sistema rotatério K3. Como solucéo
irrigadora foi utilizado 2 ml de &gua destilada e como irrigacao final foram utilizadas
as seguintes substancias: G1: agua destilada; G2: NaOCl a 1%; G3: EDTA a 17%. O
laser foi aplicado com 1,5 W em ondas continuas. Os dentes foram processados
para analise histoquimica e o percentual de ions de cobre que penetraram na
dentina foi contado. Quando o laser foi associado a agua destilada, houve um
aumento da permeabilidade, enquanto que na associacdo com EDTA, houve
decréscimo.

Toro et al. (2012) avaliaram o uso do laser Er:YAG na remocao de dentina
desmineralizada e sua influéncia na permeabilidade dentinaria. Para isso,
selecionaram trinta fragmentos de dente humano, que foram imersos em solucéo
desmineralizadora por vinte dias e em seguida foram divididos nos seguintes grupos:
G1l: laser Er:-YAG (200 mJ, 6 Hz; por 12 minutos); G2: broca; e G3: cureta. Os
fragmentos foram imersos em solucdo de sulfato de cobre para serem analisados
em microscopia Optica, para mensuracdo do nivel de cobre infiltrado. Concluiram
gue nao houve diferenca estatistica quanto a remocao de tecido desmineralizado.
No entanto, o grupo que recebeu a aplicagdo de laser apresentou maior

permeabilidade que os demais grupos.
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3 PROPOSICAO

Este estudo se prop6s a avaliar qualitativa e quantitativamente as alteracdes
morfolégicas e a permeabilidade dos tubulos dentinarios na superficie da dentina
radicular apods utilizagédo da terapia fotodindmica com laser de diodo de 660 nm em

associacdo com o preparo quimico-mecanico do sistema de canais radiculares.
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecao e preparo da amostra

Para atender as normas e diretrizes da Resolugdo numero 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, o presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, através da Plataforma Brasil
sob o numero 231.326 (Anexo).

Quarenta dentes monorradiculares extraidos de humanos foram selecionados
do banco de dentes da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Juiz
de Fora (UFJF), apdés exame radiografico no sentido mésio-distal, através de sensor
digital, do sistema de radiografia digital direta Visualix eHD (Gendex, Des Plaines,
EUA). Nesse exame, como critério de inclusdo, os dentes apresentaram canal Unico
sem qualquer tipo de intervencdo endodoéntica, bem como auséncia de qualquer
sinal de calcificacdo ou reabsorcéao.

Todos os dentes tiveram as coroas removidas ao nivel da juncdo amelo-
cementaria vestibular, através de disco de carborundo montados em micro-motor de

baixa rotacdo (Figura 1 e Figura 2).

Figura 1: Demarcacédo da juncdo Figura 2: Seccédo da coroa com
amelo-cementaria vestibular com auxilio de disco de carborundo
auxilio de lapis. montado em micro-motor.
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O comprimento de trabalho (CT) foi estabelecido introduzindo-se uma lima
K#10 (Flexofile Dentsply/Maillefer S.A., Petrépolis, Rio de Janeiro, Brasil) no interior
do canal até que sua ponta pudesse ser vista no forame apical. Esse procedimento
foi realizado com auxilio de uma lupa com aumento de dez vezes. O cursor da lima
foi entdo tocado na borda do dente e o instrumento removido do canal. A distancia
da ponta do instrumento ao cursor foi medida com régua milimetrada e, da medida
obtida, foi subtraido 1 mm, obtendo assim o comprimento de trabalho de cada dente.

Na sequéncia, os dentes foram instrumentados por um Unico operador,
especialista em Endodontia, através de instrumentacéo rotatéria utilizando limas de
niquel-titAnio Protaper (Dentsply/Maillefer S.A., Ballaigues, Suica), através da
técnica “free tip preparation” (PECORA et al., 2003), sendo utilizado um conjunto
novo de limas para cada oito dentes. A velocidade de instrumentagé&o utilizada foi de
300 rpm e o torque de 4,5 N/cm? produzida por motor elétrico X-Smart
(Dentsply/Maillefer S. A., Ballaigues, Suica), que foram mantidos constantes para
todas as limas. Foram utilizadas de forma sequencial as limas SX, S1, S2, F1 e F2,
sendo as quatro ultimas levadas até o CT. A lima F3 nao foi utilizada em nenhum
dos dentes com intuito de evitar fratura do instrumento nos canais atrésicos.

Todo o procedimento de instrumentacao dos canais foi realizado em presenca
de solugbes quimicas auxiliares. Para irrigagdo, foi utilizada a solucdo de hipoclorito
de sédio na concentracdo de 5,25%, em seringa tipo Luer de 5 ml equipada com
Capilary tip (cor azul). As pontas foram inseridas o mais profundamente possivel no
interior do canal. A cada troca de instrumento utilizado no interior do canal, 5 ml da
substancia irrigadora foi injetada com a seringa acima descrita e aspirada através de
canula de succ¢ao, num tempo, de aproximadamente, 30 segundos.

Ao final da instrumentacéo, o canal foi irrigado com 5 ml da solucédo de EDTA
a 17% e pH 7,5, permanecendo no interior do canal por um periodo de 5 minutos.
Em seguida, foi realizada a neutralizacdo do quelante, através da lavagem com 10
ml de agua destilada. A secagem do canal foi realizada com pontas de papel
absorventes F2 (Protaper Point — Dentsply/ Maillefer S.A., Petrépolis,Rio de Janeiro,
Brasil).

Em seguida, os dentes foram impermeabilizados externamente com duas
camadas de verniz de unha, através de pincel, em toda a extensao radicular, com
excecdo da embocadura do canal, na cervical. O intervalo de tempo entre uma
aplicacao e outra foi de 30 minutos (GARCEZ et al., 2007).
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Apoés todos os procedimentos descritos, 0s quarenta dentes foram divididos
aleatoriamente em dois grupos experimentais, com vinte dentes cada:

Grupo 1: dentes que foram submetidos apenas a instrumentacao e irrigacado
com hipoclorito de sddio a 5,25% e solucéo final irrigadora de EDTA a 17%.

Grupo 2: dentes que foram submetidos a instrumentacdo e irrigagcdo com
hipoclorito de sédio a 5,25%, solucéo final irrigadora de EDTA a 17% e, em seguida,

receberam aplicacdo de laser de baixa intensidade.

4.2 Aplicagao de laser de baixa intensidade

Para a aplicacdo do laser de baixa intensidade, os dentes do G2, tiveram
seus canais preenchidos, através de seringa de insulina de 0.33 cc, com azul de
toluidina (TBO) 6 pg/mL (Férmula & Acéo, Sao Paulo, Brasil), durante um periodo de
5 minutos (SOUKOS et al., 2006) (Figura 3).

O laser de diodo AsGaAl (Arsénio, Galio, Aluminio), de baixa intensidade, |,
modelo Photon Lase Ill (DMC Equipamentos Ltda., Sdo Carlos, SP, Brasil) foi
utilizado em emisséo continua, na faixa espectral do vermelho, com comprimento de
onda de 660 nm, em uma banda de aproximadamente 10 nm, poténcia de 100 mW e
energia de 12 J, por um periodo de tempo de 5 minutos. (PRATES et al., 2007). Um
sistema de fibra Optica foi acoplado a ponta da caneta do laser.

A fibra Optica de 400 um foi introduzida no canal radicular até o CT e, em
seguida, o laser foi irradiado Neste periodo, a fibra optica foi deslocada lentamente
até a borda cervical, em contato com a face vestibular. A seguir, a operacao repetiu-
se de modo que a fibra entrasse em contato com a parede palatina, depois com a

mesial e por fim, com a distal (Figura 4).

Figura 3: Preenchimento dos canais Figura 4: Fibra Optica acoplada a
com azul de toluidina. ponta da caneta do laser.
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Uma vez preparados, os dentes foram submetidos as seguintes analises:
alteragbes morfoldgicas através de microscopia eletronica de varredura e percentual
de infiltragdo apical.

4.3 AlteracGes morfoldgicas da dentina radicular

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada no Nucleo de Microscopia
e Microanalise-NMM da Universidade Federal de Vicosa.

Dez dentes de cada grupo foram selecionados aleatoriamente. Canaletas
foram confeccionadas através de disco de carborundo, no sentido longitudinal da
raiz, até as proximidades do canal, e usando-se cinzel e martelo, sob uma base com
plano inclinado, os dentes foram clivados em dois fragmentos (Figura 5 e Figura 6).

Figura 5: Base com planc Figura 6: Dente clivado em dois

inclinado para clivar o dente. fragmentos

Cada um dos fragmentos das raizes foi fixado, através de fita adesiva, em
pequenas bases de metal “stubs” com 1 cm de altura e 0,9 cm de diametro, de modo
gue a face do conduto radicular ficasse voltada para o operador.

Procedeu-se a metalizacdo em metalizadora (Balzers-FDU 010), a qual

recobriu os dentes com uma camada de ouro de 20 nm de espessura.
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Através do microscopio eletrénico de varredura (MEV), modelo JEOL JSM-
T220 A, operando com 15 kV, fotomicrografias foram feitas, com magnificancia de
500X e 3000X. Uma tela contendo um quadrado central de 20 x 20 cm foi colocada
sobre o monitor do computador do MEV, de modo a determinar a area da fotografia
a ser submetida a analise. Isso permitiu que o terco apical de cada amostra pudesse
ser observado de forma padronizada, através do software “Meazure.
v.2.0.build.158”, sem induc¢ao da area a ser selecionada.

Para analise dos fragmentos, dois pesquisadores especialistas em foram
previamente calibrados, através de imagens as quais apresentavam padrdes
caracteristicos para cada alteracdo morfologica. Para calibragem, as imagens foram
avaliadas individualmente, em horarios e dias alternados (trés vezes ao dia, por trés
dias) e ap6s em conjunto, permitindo dessa maneira estabelecer um padréo de
observacao sobre as alteracoes morfologicas a serem ranqueadas.

Cada um dos fragmentos foi analisado,e emseguida, escores diferentes foram
atribuidos segundo as alteragbes morfoldgicas identificadas:

1- Presenca de debris: nenhuma (0); baixa (1); média (2); alta (3).

2- Presenca tubulos dentinarios abertos: nenhuma (0); baixa (1); média (2); alta (3).
3- Erosfes nos tubulos dentindrios: ausente (0); presente (1).

4- Cracks (fraturas) nos tubulos dentinarios: ausente (0); presente (1).

5- Carbonizagédo dos tubulos dentinarios: ausente (0); presente (1).

6- Demais alteracfes: ausente (0); presente (1).

4.4 Avaliacado da permeabilidade da dentina radicular

Dez dentes de cada grupo foram obturados por meio da técnica hibrida de
Tagger, utilizando-se cone de guta-percha F2 (Protapper — Dentsply/Maillerfer S.A.
Ballaigues, Suica) e cimento endodéntico (Endofill). Foi estabelecido o calibre #50
para o condensador de guta-persha a ser utilizado, através do acionamento de
micro-motor de baixa rotac&o, por 7 segundos.

Apdés a obturacdo, a cervical dos dentes foi impermeabilizada, utilizando o

mesmo procedimento realizado para impermeabilizagéo externa do dente.
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Os dentes foram imersos em solu¢cdo de Rodamina B a 0,5% (Laboratorio
Synth-Séo Paulo, SP, Brasil) por 48 horas a 37°C, através de cuba ultrass6nica. Em
seguida, procedeu-se a irrigagdo com agua destilada, quando, entdo, foram secos
com cones de papel absorventes calibre F2.

As raizes foram seccionadas longitudinalmente, pela técnica ja descrita
anteriormente e em seguida, o material obturador foi removido, de ambos os
fragmentos, com auxilio de pinca clinica.

Através de uma camera fotografica (Canon T3i) acoplada em uma estativa, 0s
fragmentos, posicionados sobre uma folha quadriculada, foram fotografados.
Utilizou-se uma distancia focal fixa de 40 cm.

Através da ferramenta de morfometria computadorizada do software “Image
J’, as fotografias foram analisadas, no Laboratério de Tecnologia da Universidade

Federal de Juiz de Fora, e realizadas as seguintes mensuracgdes:

1- areatotal de dentina radicular;
2- area de dentina radicular impregnada pelo corante.
A partir destas medidas obtidas, calculou-se o percentual de infiltracdo
através da divisdo do valor da area de dentina corada (2) pela area total de dentina
(1) (MELLO et al., 2006).

4.5 Analise Estatistica

Os dados qualitativos referentes ao score atribuido as alteragcdes morfolégicas
foram avaliados pelo teste do qui-quadrado. Ja os dados relativos ao percentual de
infiltracdo apical foram submetidos ao teste T de Student para amostras
independentes, comparando-se 0s grupos controle e dentes que receberam
aplicacdo de laser de baixa intensidade.

Ambos os testes foram executados no software R (R CORE TEAM, 2013), ao

nivel de 5% de significancia.
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5- RESULTADOS

5.1 Alteragdes morfologicas

A ocorréncia de debris nos dentes que receberam aplicacdo de laser de baixa
intensidade e controle foi significativamente diferente (3* = 27; p < 0,0001). Verifica-

se maior presenca de debris nos dentes do grupo controle (Tabela. 1; Figuras 7 e 8).

Tabela 1. Score relativo a ocorréncia de debris nos dentes dos grupos controle (G1)

e dentes que receberam aplicacdo de laser de baixa intensidade (G2).

Ocorréncia de Score
Debris 0 1 2 3
G1 0 3 2 5
G2 4 6 0 0

Com relacéo a presenca de tubulos dentinarios abertos, também verificou-se
que os valores observados foram significativamente diferentes (y? = 60; p < 0,0001),
indicando que o dentes que receberam aplicacdo de laser de baixa intensidade
promoveu maior ocorréncia de tubulos dentinarios abertos (Tabela 2; Figuras 7 e 8).

Tabela 2. Score relativo a ocorréncia de tubulos dentinarios abertos nos dentes dos
grupos controle (G1) e dentes que receberam aplicagcdo de laser de baixa
intensidade (G2).

Ocorréncia de tubulos Score
dentinarios abertos 0 1 2 3
G1 4 4 2 0

G2 0 0 1 9
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Com relacao a presenca de erosdes e de cracks, observou-se que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos (Tabela 3; Figuras 9, 10, 11, 12). Também
ndo foram observadas areas de carbonizacdo ou qualquer outro tipo de alteracédo
morfolégica em ambos 0s grupos.

Tabela 3. Presenca e auséncia de erosdes e cracks nos dentes dos grupos controle
(G1) e tratado com laser (G2).

erosoes Cracks
presente  ausente  presente  ausente
G1 3 7 2 8
G2 3 7 3 7
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Figura 9: Fotomicrografia da superficie da dentina radicular do

grupo controle demonstrando a presenca de crack (seta).
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Figura 10: Fotomicrografia da superficie da dentina radicular do
grupo que recebeu aplicacdo de laser de baixa intensidade

demonstrando a presenga de crack (setas).
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Figura 11: Fotomicrografia da superficie da dentina radicular do
grupo controle demonstrando a presenca de erosao (setas).
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Figura 12: Fotomicrografia da superficie da dentina radicular do
grupo que recebeu aplicacdo de laser de baixa intensidade

demonstrando a presencga de eroséo (setas).

5.2 Permeabilidade da dentina radicular

Comparando-se o0s valores médios da proporcdo da érea

a7

infiltrada,

identificada através da presenca de Rodamina B, pela area de dentina total,

verificou-se que a éarea infiltrada do grupo de dentes que receberam aplicacdo de

laser de baixa intensidade é significativamente maior do que nos dentes do grupo

controle (t =-6.9987, p < 0,001) (Figura 13, 14, 15).
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Figura 13. Grafico apresentando média, desvio-padrédo e amplitude
da proporcéo da area infiltrada em relacdo a area de dentina total

nos grupos 1 e 2.



Figura 14: Auséncia de infiltracao

apical no grupo 1 (controle).

Figura 15: InfiltracAdo apical no

grupo 2 (dentes que receberam
aplicacdo do laser de baixa

intensidade).
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6 DISCUSSAO

Dados epidemiolégicos tém apontado que 30% a 50% dos insucessos da
terapia endodéntica convencional estdo relacionados as infeccbes residuais e
persistentes, as quais necessitam de estratégias suplementares para realizar a
desinfeccao (SILVA et al., 2012).

A terapia endodéntica convencional quando associada a laserterapia, tanto
com laser de alta quanto de baixa intensidade, tem se mostrado eficaz na reducéao
de micro-organismos (resistentes e formadores de biofilme bacteriano) presentes no
interior do SCR, conforme demonstrado em alguns estudos in vitro, in vivo e ex vivo
(FIMPLE et al., 2008; GARCEZ et al., 2010; WILSON, 2004).

No entanto, o laser de alta intensidade apresenta a desvantagem de seu
efeito bactericida estar intimamente relacionado com a ac¢éo térmica desta luz, ou
seja, o laser de alta poténcia tem a capacidade de gerar aumento de temperatura
nos tecidos adjacentes, podendo causar injarias ao ligamento periodontal, quando
utilizado intracanal (ANIC, TACHIBANA e MASUMOTO, 1996).

Além disso, sabe-se também que o laser de alta intensidade, de acordo com o
comprimento de onda utilizado e os elementos quimicos constituintes, causa
alteracbes morfologicas na dentina radicular, tais como criacdo de saliéncias,
carbonizag0Oes, trincas, derretimento da dentina, fusédo e remocao de smear layer
(DEDERICH et al.,1995; HIBST e KELLER, 1991; ISRAEL et al., 1997; WINDGOR et
al.,1995).

Com relacdo ao laser de baixa intensidade, poucas sdo as informacdes na
literatura quanto as alteracdes morfolégicas dentinarias produzidas quando do seu
uso. Marchesan et al. (2008) demonstraram que utilizando-se o laser diodo com
comprimento de onda de 980 nm, as altera¢Bes provocadas na estrutura dentinaria,
variaram de acordo com os parametros utilizados: nenhuma alteracdo, modificacéo
da matrix organica, com conformacéo amorfa, tubulos dentinarios visiveis e esparsas
formacdes semelhantes a lava, com tabulos abertos.

No presente estudo, aplicando-se o laser diodo de 660 nm, o qual apresenta
comprimento de onda menor do que o testado por Marchesan et al. (2008), foram
visualizadas presenca de cracks (fraturas) e erosdes dos tubulos dentinarios. No

entanto, tais modificacbes morfolégicas foram observadas na mesma frequéncia de
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ocorréncia nos dentes que nao foram irradiados, indicando que estas alteracées nao
devem ser associadas ao uso do laser neste comprimento de onda.

Também a auséncia de areas de carbonizacdo, bem como outros tipos de
alteracdes morfolégicas (recristalizacdo e resolidificacdo da superficie dentinaria),
constituem outro indicativo de que o laser de baixa intensidade néo causa alteracées
morfolégicas nas paredes radiculares, quando utilizado nestes parametros.

Tais achados podem ser justificados pelo fato de, contrariamente ao laser de
alta intensidade, com comprimentos de onda mais elevados como os do Er:-YAG e
Cr:YSGG, que reagem com os tecidos dentinarios mineirais, a radiacdo do laser de
diodo ser mal absorvida por tecidos dentarios mineralizados e, consequentemente,
permitir a dispersao, propagacao, ou a transmissdo da luz laser de forma difusa
através de dentina, sem, no entanto, causar alteracdes em sua coOmMpoOSIicao
(SCHOORP, 2004).

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para verificar as mudancas
estruturais da dentina irradiada por permitir uma avaliagdo quantitativa e qualitativa
dos aspectos morfoldgicos, acorde estudos realizados por Anic, Tachibana,
Matsumoto, 1996; Dederich et al., 1995; Fimple et al., 2008; Israel et al., 1997;
Marchesan et al., 2008; Santos et al., 2005; Souza et al., 2010.

A PDT envolve trés componentes: a luz, o fotossensibilizador e o oxigénio.
Varios trabalhos realizados in vitro com micro-organismos utilizaram a fonte de luz
laser como componente da terapia (FIMPLE et al., 2008; GARCEZ, 2002; GARCEZ
et al., 2010; ISRAEL et al., 1997; MARCHESAN et al., 2008; SANTOS et al., 2005;
SILVA et al., 2012; SOUZA et al., 2010). O presente trabalho também utilizou o laser
como fonte de luz.

Os laseres de diodo sdo os mais empregados na PDT devido as suas
propriedades tais como: ser monocromatico, ter comprimento de onda especifico,
possuir emissdo colimada; caracteristicas essas que propiciam a interacdo
fotobiologica (GARCEZ et al.,, 2007). Corroborando com a literatura, este estudo
utilizou o laser de diodo, com meio ativo de AsGalAl, com comprimento de onda de
660 nm, pois através dessa emissdo, a penetracdo dos fotons no tecido biolégico é
maior; além disso, pigmentos como melanina, hemoglobina e algumas proteinas séo
absorvidos em comprimentos de onda menores (400 a 600 nm) e a agua possui

absorcdo em comprimentos de onda maior (1200 a 3000 nm), assegurando assim a
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seletividade da PDT pelos micro-organismos sem causar, no entanto, alteracdées nos
tecidos adjacentes (XU et al., 2009).

A luz infravermelha é recomendada apenas para tecidos mais profundos
como lesdes 6sseas ou bolsas periodontais, mas séo raros os fotossensibilizantes
que absorvem espectro de luz nesta regido. Isso justifica a ampla literatura fazendo
uso de laser com emissao vermelha durante a PDT (GARCEZ, 2002; SOUZA, 2008;
FIMPLE et al. 2008; XU et al., 2009; GARCEZ et al., 2010; SOUZA et al., 2010;
CARVALHO et al., 2011; GARCEZ et al., 2011; NG et al., 2011; SILVA et al., 2012).

Para radiacdo do laser dentro do canal radicular € recomendado o uso da
fibra 6ptica de modo a garantir a distribuicdo da luz em 360°(FIMPLE et al., 2008).
Também Garcez et al. (2002) e Rodriguez et al. (2011) preconizaram a utilizacao de
fibra 6ptica em movimentos helicoidais, de apical para cervical e vice-versa, durante
todo o processo da irradiacdo. No presente estudo, optamos pela utilizacdo de fibra
Optica de 400 um acoplada a ponteira do laser, que foi deslocada de apical para
cervical, tocando uma parede do canal de cada vez, com intuito de assegurar a
distribuicdo correta da luz em todas as paredes do canal. Além disso, 0s
movimentos da fibra Optica agitam o fotossensibilizador, garantindo a reoxigenacgao
do meio, contribuindo dessa forma, para aumentar o oxigénio disponivel a reacao
(GARCEZ, 2002).

Atualmente, vérios fotossensibilizantes estdo sendo empregados nos estudos
da PDT, dentre os quais, destacam-se o0 azul de toluidina e azul de metileno
(SCHACKLEY et al., 1999; SOUKOS et al., 2006).

A banda de absorg&o do azul de toluidina - fotossensibilizante utilizado neste
estudo - esta situada entre 620 nm a 700 nm, sendo seu pico de absor¢cdo em 660
nm, o que possibilitou a simulacdo da fotossensibilizacdo bacteriana através da
utilizacao de laser diodo de AsGaAl atuando com luz de espectro vermelho situado
em banda de 660 nm estando de acordo com Garcez et al. (2007), que afirmaram
que o fotossensibilizante deve absorver luz de comprimento de onda ressonante, ou
seja, a banda de absorcdo do fotossensibilizante deve coincidir com a banda de
emisséao de luz.

Diversas sédo as concentragcfes do fotossensibilizador utilizado e do
fotossesibilizadores em geral, que podem variar de 0,1 pg/ml a 200 pg/ml
(BERGMANS et al., 2008; SOUZA et al., 2010; CARVALHO et al., 2011).
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A concentracdo do fotossensibilizador recomendada para uso em PDT
antimicrobiana € de 60 a 150 micromolares, 0 que corresponde a 6 pug/ml a 15 pug/mi,
para se obter uma eficaz fotossensibilizacdo dos micro-organismos (GARCEZ et al.,
2011).

No presente estudo, utilizou-se o fotossensibilizante na concentracdo de 6
pug/ml, com intuito de simular a realidade clinica, pois nesta concentracéo, além de
ser eficaz na fotossensibilizacdo do micro-organismo, n&o proporciona
manchamento das coroas dos dentes (CARVALHO et al., 2011), bem como, nao
gera o0 escudo oOptico que ocorre em altas concentracdes. Ao ser radiado pelo laser,
o fotossensibilizante de alta concentracdo absorve quase toda a luz em suas
camadas superficiais, impedindo sua agcdo em camadas mais profundas, reduzindo
assim, a area de atuacdo da PDT (GARCEZ et al., 2011). Como o objetivo da
utiizacdo da PDT intracanal é eliminar micro-organismos presentes no SCR,
principalmente em areas ndo alcancadas pelo PQM, menores concentracfes do
corante, permitem a penetracdo do mesmo em regides profundas, atigindo assim, o
objetivo da PDT.

O tempo de pré-radiacdo € aquele em que se deixa o fotossensibilizador em
contato com o micro-organismo para que este possa penetrar ou, a0 menos, se ligar
a membrana plasmética e, consequentemente, aumentar os danos causados aos
micro-organismos. O tempo mais utilizado nos trabalhos in vitro para pré-irradiacéo
foi de 5 minutos, assim como foi utilizado neste estudo (GARCEZ et al., 2011; NG et
al., 2011).

Estudos demonstram uma variabilidade no tempo de exposi¢céo ao laser que,
por sua vez, pode variar desde 30 segundos (ZANIN et al., 2006) até 30 minutos
(SOUKOS et al., 1996), sendo que o segundo tempo é demasiadamente elevado,
para ser reproduzido durante a prética clinica (SOUZA, 2008; XU et al., 2009;
GARCEZ et al., 2010). Como nao ha ainda um protocolo quanto aos parametros a
serem utilizados durante a PDT e sabendo-se que a inativagdo dos micro-
organismos € maior conforme a dose de energia € aumentada, no presente estudo,
tanto o tempo quanto a energia utilizada foram calculados através da seguinte
formula: E = P x T ( E = energia em joule, P = poténcia em watt e T = tempo em
segundo) segundo orientacdes do fabricante do laser diodo.

Para o preparo dos canais radiculares, optamos pela utilizacdo da técnica de

instrumentacao rotatéria pelo fato de produzir uma ampliagdo e modelagem do canal



53

de forma mais padronizada, além de reduzir o tempo despendido no PQM. Os
valores de velocidade e torque foram estabelecidos pelo fabricante e mantidos
constantes para todas as limas. A instrumentagcdo complementada pela irrigacao
com hipoclorito de soédio 5,25% e irrigacdo final com EDTA 17%, pH 7,5, foram
utilizadas com intuito de reproduzir a situagdo da pratica clinica, 0 mais proximo
possivel da realidade.

Essa técnica corrobora com o estudo proposto por Retamozo et al. (2010),
onde afirmaram ser necessdrias altas concentracdes e longos periodos de
exposicdo ao NaOCI| para eliminar-se bactérias resistentes. Por outro lado,
Marchesan et al. (2008) realizaram a avaliacdo da PDT quando da instrumentacéo
rotatéria com sistema K3, concomitantemente ao uso de irrigacdo com &agua
destilada.

A associacao de NaOCl ao EDTA, apesar de ndo remover por completo a
smear layer e debris, tem se mostrado mais eficiente do que quando as solucdes
s&o utilizadas separadamente (PECORA et al., 1993). A utilizagdo do EDTA a 17% e
pH 7,5 tem o objetivo de permitir uma penetracdo do irrigante em profundidades
maiores e de remover a smear layer, que além de ocluir os tabulos dentinarios, pode
conter micro-organismos e seus subprodutos (SOUZA et al., 2010).

A smear layer €& constituida de dois componentes confluentes: os
componentes organicos que sdo proteinas coaguladas, tecido pulpar vital ou
necrotico, processos odontoblasticos, saliva, células sanguineas e micro-organismos
Os componentes inorganicos sao 0s minerais dos tecidos dentinarios, tais como Ca,
P, Na, dentre outros. A presenca de tal substancia amorfa é decorrente da acgéo
mecanica dos instrumentos endodonticos sobre a parede dentinaria que libera
raspas de dentina e residuos organicos (MCCOMB e SMITH, 1975).

Os resultados deste estudo demonstraram que a smear layer foi removida
quase que em sua totalidade no grupo de dentes que receberam a aplicagcdo do
laser de baixa intensidade. Este grupo ainda apresentou grande quantidade de
tubulo dentinarios abertos. J4 os dentes do grupo controle, mesmo tendo recebido a
irrigacédo final de EDTA a 17%, apresentaram grande quantidade de debris na
superficie radicular, bem como, tubulos dentinarios obliterados.

Tais achados vao ao encontro dos estudos de Israel et al. (1997) e de Taniji et
al. (1997) que analisaram, também através de MEV, os efeitos do laser de alta

poténcia Er:-YAG e verificaram a presenca de tabulos dentinérios abertos, e remocgéo
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de smear layer, sem apresentar sinais de derretimento ou carbonizacdo de
superficie.

A difusdo de solucdes irrigadoras e medicamentos intracanais, tais como o
hidroxido de calcio e cimentos obturadores no interior de tabulos dentinarios, € maior
guando a smear layer € removida, uma vez que tais debris servem de barreira fisica
contra esses medicamentos, através da obliteracdo dos tubulos dentinarios
(CZONSTKOWSKY, WILSON e HOSTEIN, 1990; KHEDMAT e SHOKOUHINEJAD,
2008).

O presente estudo demonstrou, através do calculo do percentual de infiltracdo
apical, que os dentes que receberam aplicacdo de laser de baixa intensidade,
apresentaram maior percentual de infiltragdo apical quando comparados com 0s
dentes que nao foram irradiados com laser (controle). O mesmo foi encontrado por
Carvalho (1999) quando avaliou o selamento marginal apical das obturacfes de
canais radiculares, realizadas ap6s a utilizacdo de EDTA ou apés a irradiacdo das
paredes com o laser de alta poténcia Er:YAG. Os resultados demonstraram maiores
infiltrac6es no grupo Er:YAG, seguido do grupo EDTA.

Carvalho et al. (2000), ao avaliarem, in vitro, a permeabilidade dentinaria do
conduto radicular ap6s a aplicacdo do laser Nd:YAG, obturacédo, e imersao dos
dentes em recipiente contendo corante azul de metileno por 48 h, constataram uma
maior adaptacdo do material obturador a superficie radicular e maior infiltragcdo do
corante nos dentes que receberam a aplicacdo de laser. Uma vez que neste estudo,
os dentes do grupo 2 apresentaram menor quantidade de smear layer e maior
namero de tlibulos dentinarios abertos, sugere-se ter havido uma melhor adaptagéo
do material obturador a superficie radicular e, consequentemente, maior infiltracdo
do corante naqueles tubulos dentinarios ndo obliterados pela smear layer.

O mesmo resultado foi encontrado por Pécora et al. (2000) ao avaliarem a
permeabilidade dentinaria dos dentes apos a instrumentacdo do SCR, com ou sem
utilizacao de laser de Er:YAG, onde concluiram que a instrumentacéo e a aplicacao
do laser de ErYAG apresentaram maior permeabilidade dentinaria quando
comparado aos dentes que néo receberam aplicagao de laser.

No entanto, diferentemente dos resultados encontrados neste estudo,
Marchesan et al. (2008) ao utilizarem o laser diodo de 980 nm, verificaram que
quando o laser foi associado a agua destilada, houve um aumento da

permeabilidade, enquanto que na associagdo com EDTA, houve decréscimo da
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permeabilidade dentinaria.

Como os resultados do presente estudo foram satisfatérios, indicando que a
PDT pode ser uma promissora terapia coadjuvante ao PQM durante o tratamento
endoddntico, sem no entanto causar alteracdes morfolégicas na superficie dentinaria
e ainda, ndo prejudicarem a permeabilidade dos tubulos dentinarios da superficie
radicular, estudos futuros, in vivo e ex vivo, se fazem necessarios, com intuito de se
testar os parametros utilizados do laser de baixa intensidade durante a PDT,

também na clinica diaria.
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7- CONCLUSAO

A terapia fotodinamica com laser diodo de 660 nm quando associada ao
preparo quimico-mecéanico do sistema de canais radiculares, promoveu alteragdes
morfolégicas tais como reducdo de smear layer e abertura dos tubulos dentinarios,
nao sendo detectada sua influéncia na ocorréncia de erosao, cracks e carbonizacéao.

Em relacdo a permeabilidade dos tubulos dentinarios na superficie da dentina

radicular, verificou-se que o laser aumentou a permeabilidade das mesmas.
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