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A new approach for antimicrobial Endodontic PDT

RESUMO

O presente estudo avaliou diferentes pardmetros como concentracdo do fotossensibilizador,
tempo/energia de irradiacdo e uso de fibras Opticas, na aPDT para reducdo bacteriana intracanal.
Avaliou-se, in vitro, em cubetas de quartzo contendo concentractes de 50, 100, 150 e 300uM de
solucdo aquosa de Azul de Metileno (AM) a producio de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
irradiagoes adicionais de 30s com um laser de diodo emitindo em 660nm. Utilizando-se a mesma
metodologia, foi avaliado os efeitos na producdo de EROs com e sem o uso de fibra 6ptica. Con-
centracoes de 50, 150 e 300pM de AM e analise por imagens, avaliaram a formacao do fenémeno
escudo optico. Dez incisivos contaminados com P. Aeruginosas bioluminescentes, foram utilizados
para analisar as energias/tempo para reducdo bacteriana intracanal. Imagens obtidas nos dentes
avaliaram a contaminacdo inicial. Os canais foram preenchidos com o fotossensibilizador (PS) e
irradiacoes de 2,4) foram realizadas. A cada irradiacédo, imagens foram obtidas e a reducdo bac-
teriana avaliada. A formacédo de EROs é maior em concentragdes menores do PS, assim como a
formacao de escudo optico. O uso de fibra aumenta a formacdo de ERO quando comparado a
irradiacdo sem fibra. Irradiacdo com 7J impossibilitou a deteccdo de biofilme intracanal. A con-
centracdo do PS em que ha maior eficiéncia na formacdo de EROs e menor formagdo de escudo
optico se encontra entre 50 a 100uM. O uso de fibras dpticas contribui para maior formacdo de
EROs. Energia de irradiagdo minima de 7J promove significativa reducdo bacteriana intracanal.

Descritores: endodontia; microbiologia; lasers; fotoquimioterapia

ABSTRACT

This study evaluates different approach such as photossensitizer (PS) concentration, irra-
diation time/energy, and the use of optical fiber for intracanal microbial reduction. In a quartz
curvet, aqueous solution of Methylene blue at 50, 100, 150 and 300uM was tested for reactive
oxygen species production (ROS) after successive irradiations of 30s with a diode laser (660nm,
100mW). Using the same methodology, the ROS production was tested using an optical fiber.
Image analyses evaluated the presence of optical shield in 3 different concentration of PS. Ten
central incisors were contaminated with bioluminescent P. aeruginosas to test the ideal energy/
time for endodontic microbial reduction. Initial contamination was recorded by image after
biofilm grown. The root canals were fulfilled with Ps and irradiated with successive energies
of 2.4J. After every irradiation new images were recorded to compare the microbial reduction.
ROS formation was improved using low concentration of PS, such as optical shield formation.
The use of optical fiber did enhance the ROS formation when compared to irradiation with the
laser tip. Energy of 7J was the minimal energy to achieve lost of bioluminescent signal. For more
efficient ROS production and minor optical shield presence, a concentration between 50 and
100uM seams to be ideal. The use of an optical fiber improves ROS production. Energy of 7)
promotes significative intracanal decontamination.

Descriptors: endodontics; microbiology; lasers; photochemotherapy
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Endodontia ®

INTRODUCAO
Um dos objetivos fundamentais do tratamento endodonti-

co, seja ele tratamento convencional, cirurgico ou retratamento,
€ a eliminacdo dos microrganismos presente no sistema de ca-
nais radiculares. Para que se obtenha éxito, uma combinacdo de
instrumentagdo mecanica e irrigacdo quimica tem sido utilizada.’
Entretanto, devido a caracteristicas particulares da infeccédo mi-
crobiana, tanto no interior do sistema de canais, como na regiao
periapical, em certas circunstancias, o tratamento convencional
podera apresentar falhas, mesmo quando os procedimentos de
limpeza e desinfeccao forem adequadamente realizados.?

De forma geral, a microbiota encontrada em infeccoes endo-
dontica primaria € tipicamente formada por anaerdbios, bacilos
e Gram negativos.** Nos casos em que ha falha no tratamento
endododntico e um retratamento ¢ indicado, a microbiota encon-
trada, geralmente é composto por algumas poucas espécies mi-
crobiana, geralmente Gram positivas e sem predomindncia entre
anaerdbias estritas ou facultativas.® Caracteristicas como forma-
cdo de biofilme, resisténcia a medicacao intracanal, anatomia dos
canais radiculares e acesso restrito dos sistemas de instrumenta-
¢do, fazem com que microrganismos como o Enterococcus faeca-
lis e Candida albicans sejam frequentemente isolados em casos
de infeccdes endoddnticas persistentes.®” Como uma apropriada
desinfeccdo intracanal aumenta substancialmente o indice de su-
cesso do tratamento ou retratamento endodontico, protocolos de
desinfeccdo mais efetivos tem sido proposto na literatura atual.

A Terapia Fotodindmica antimicrobiana (aPDT - Antimicrobial
Photodynamic Therapy) é¢ um método que tem demonstrado tanto
in vitro®?, ex-vivo (dentes extraidos)®"e principalmente em estu-
dos clinicos em pacientes'", um grande potencial como terapia
adjuvante na descontaminacdo de canais radiculares. Esta terapia
¢ um método que utiliza um agente fotossensibilizador (geralmen-
te um corante ndo toxico) e uma fonte de luz de baixa poténcia
(usualmente um laser com poténcia ndo superior a 100 mW) e sem
potencial térmico (aumento de temperatura inferior a 10.C), para
a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) citotoxico para
os microrganismos. O fotossensibilizador (PS) ao ser ativado pelo
laser, em uma cascata fotoquimica, via transferéncia de elétrons (re-
acéo tipo ) ou transferéncia de energia (reacdo tipo Il), reage com o
oxigénio, formando ions hidroxila, superdxidos e oxigénio singleto,
promovendo assim redugdo microbiana.®89113

Diversos estudos suportam o uso da aPDT associado ao trata-
mento endododntico para a reducdo microbiana intracanal.>®™ En-
tretanto ndo ha consenso quanto ao parametros ideais para sua
utilizacdo. O presente estudo se propée a avaliar diferentes parame-
tros como concentracdo do fotossensibilizador, tempo/energia de
irradiagdo e uso de fibras Opticas, para uso da aPDT na a reducdo
bacteriana intracanal.

MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram realizados de acordo com os
principios éticos. Os protocolos de pesquisa foram submetidos
e avaliados e receberam aprovacéo para sua realizacdo de acor-
do com CEP do IPEN/CNEN-SP.
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Eficiéncia fotoquimica de diferentes concentracées do PS

Para avaliar a concentracao ideal do fotossensibilizador quan-
to a producédo de espécies reativas de Oxigénio, concentracées
incrementais do corante Azul de Metileno (Sigma Aldrich - Mi-
Iwaukee EUA) a 50, 100, 150 e 300 micromolares, em solucdo
aquosa, foram testadas em uma cubeta de quartzo em presenca
dos compostos L-histidina (15uM) e RNO (13,3 pM). Irradiacoes de
30 a 240 seqgundos (energia de 1,2 a 9,6)) foram realizadas, com
um laser de diodo emitindo em 660nm e com poténcia de 40mW
(MMOptics - Sao Carlos Brasil) e as amostras foram imediatamen-
te avaliadas em um espectrofotdmetro quanto a sua absorbancia
em 440nm, de acordo com metodologia proposta por Nunez et
al.*, de forma breve, ao ser fotoativado, o PS produz espécies rea-
tivas de oxigénio, que reagem com a L-histidina e entdo promove
degradacdo do RNO. Este tem sua coloracéo alterada por esta re-
acao, podendo assim ser detectado e quantificado, de forma indi-
reta pelo espectrofotémetro, a producéo de EROs.

Posteriormente, o mesmo experimento foi realizado com o fo-
tossensibilizador na concentracdo de 50 uM e a irradiagdo sendo
realizada com e sem o acoplamento de uma fibra optica ao laser.

Formacgdo de escudo dptico em relagcdo da concentragdo do PS

Escudo dptico € um fendbmeno que ocorre quando a concen-
tracdo de uma solucdo ¢ alta o suficiente para que a absorcao
da luz ocorra na superficie do liquido, impedindo sua penetracao.
No caso da aPDT, a reacédo fotoquimica ocorreria na superficie da
solucao de PS impedindo a descontaminacdo em profundidade do
sistema de canais, diminuindo portanto a eficiéncia da terapia.

Para avaliar a possivel formacao de escudo oOptico, devido a
concentragdo do PS, foram avaliadas solu¢des aquosas do Azul
de metileno nas concentragdes de 50, 150 e 300uM. Em uma
cubeta de quartzo foi colocada 5ml de cada uma das solugao
aquosa do PS e um feixe laser de 10mW, de um ponteira laser
(Multilaser AC - Brasil) foi disparado em direcdo a cubeta. Utili-
zando uma camera digital (Pentax K200) acoplada a uma lente
macro 100mm, foram obtidas imagens perpendicular ao feixe
laser. As imagens foram, gravadas em uma resolu¢ao de 32-bits
e 265 niveis de cinza e entéo, avaliadas pelo software Image J
(National Institute of Health, EUA)10.

Avaliacdo da dosimetria e redugcdo microbiana em dentes
extraidos

Para avaliar em tempo real os efeitos da aPDT em dentes extra-
idos, cultura, gentilmente cedidas pela Xenogem Corp. (Alameda,
CA EUA), de Pseudomonas aeruginosa (XEN5), modificadas gene-
ticamente para que expressem bioluminescéncia, foram crescidas
em meio de cultura BHI a 37° C por 24 horas.

Foram utilizados 10 incisivos centrais, humanos, com canais re-
tos, recém-extraidos por motivos periodontais. Os dentes tiveram
suas coroas removidas com um disco diamantado e seus canais pre-
parados, utilizando o sistema de preparo rotatério Mtwo (Munique
Alemanha) até a lima 35.04, associado a irrigacdo com hipoclorito
de sodio a 2,5% e irrigagéo final com EDTA (Biodindmica - lbipora
Brasil). Ao final do preparo, os dentes foram esterilizados em auto-
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clave e armazenados em tubos plasticos estéreis (Eppendorf).

Para o crescimento do biofilme e contaminacao dos canais,
foram inoculados 10 microlitros da suspensdo da cultura de P. ae-
ruginosa e as amostras foram armazenadas em estufa a 37° C por
72hs, sob agitacdo (150 rpm). A cada 24hs o liquido no interior dos
canais foi sugado e substituido por 10pl de meio de cultura novo,
para possibilitar o crescimento de biofilme.

Ap6s 72hs os canais radiculares foram irrigados com 10ml de
solucdo salina estéril, para a remogdo de bactérias planctonicas
e foram obtidas imagens digitais dos dentes para a quantifica-
cdo da contaminacéo inicial, em uma camera de alta sensibilidade
(Hamamatsu Photonics KK), sequindo metodologia proposta por
Sabino et al'®, de forma sucinta, este sistema acumula duran-
te 120 segundo o sinal de bioluminescéncia. O software ARGUS
(Hamamatsu Photonics KK) apresenta as imagens como um falso-
-colorido de acordo com o grau de contaminacao, sobreposta a
imagem em preto e branco do dente.

Os canais radiculares foram, entéo, preenchidos com a solucéo
aquosa de AM a 50 pM, esperou-se um tempo de pré-irradiacao
de 1 minuto para que o PS penetrasse no biofilme e foram irradia-
dos com a fibra dptica acoplada ao laser por 60 segundos. Novas
imagens de bioluminescéncia foram obtidas a cada irradiacdo (1
minuto - 2,4)), até que ndo fosse possivel obter o sinal da conta-
minacao dos canais."

Os pardmetros de irradiagdo foram os seguintes: laser de diodo
emitindo em 660m (MMOptics Sdo Carlos, Brasil) e com poténcia de
40mW. A energia irradiada foi de 2,4) a cada minuto de irradiagdo.

RESULTADOS

Comparando os dados referentes a formagéo in vitro de EROs
em cada concentracdo de AM na solugéo (Figura 1), podemos no-
tar que a cada irradiagdo de 30 segundos (ou 1,2J) ocorre uma
degradacdo na absorcdo do composto RNO, resultante da reagdo
fotoquimica para todas as concentracdes. Entretanto em concen-
traces menores como 50 e 100uM a degradacdo do composto
ocorre de forma mais efetiva do que em concentragdes maiores.

As imagens da analise da formagéo do escudo optico (Figura
2) podem ajudar a entender os resultados da producdo de EROs
em diferentes concentracdes do PS. Note que ao se aumentar a
concentracdo da solucdo, a penetragdo da luz ocorre em menor
profundidade do que em concentracées menores do PS. Na con-
centracdo de 50 pM, ocorreu uma penetracdo da luz por todo o
volume da solucgdo, a 150uM esta penetragdo ocorre até apro-
ximadamente 75% do volume total e a 300uM a penetracéo se
restringe a 1/3 do volume. Como a reagdo fotodinamica s ocorre
em presenca do PS, da luz e do oxigénio, a reacdo tende a ocorrer
apenas superficialmente (visto que a penetracdo da luz é restrita
em maiores concentracdes) e, portanto, sua eficiéncia diminui.

Em relagdo ao uso da fibra dptica, a figura 3 mostra que ao se
realizar a irradiacdo com o uso da fibra, a formacdo de EROs, de-
tectada indiretamente pela degradacao do composto RNO, ocorre
de forma mais efetiva do que quando se irradia somente com a
ponteira do equipamento.

A reducdo bacteriana intracanal, foi medida em relagdo a re-
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FIGURA 1
Analise da formagéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Note que o declinio
na absorcdo do composto RNO indica sua degradacéo pela formagédo de EROs.
A curva de absorcéo do PS a 50puM demonstra a maior eficiéncia da aPDT

FIGURA 2
Imagens da penetragéo da luz (A= 660nm) em diferentes concentragées do PS
Azul de Metileno. Note que concentracbes maiores impedem a penetracdo da luz e
demonstram a formacéo do fenémeno fisico chamado escudo dptico

ducao do sinal de bioluminescéncia. A figura 4 mostra a reducao
da bioluminescéncia a cada irradiacdo adicional de 1 minuto (ou
2,4]) até que ndo fosse possivel captar o sinal. A reducéo obtida
foi de 45% apos a primeira irradiacdo, 77% apos a segunda e ndo
foi possivel captar sinal de bioluminescéncia apos 3 minutos (7,2J).

DISCUSSAO

0 uso da aPDT como terapia coadjuvante ao tratamento en-
dodontico convencional tem se mostrado uma alternativa interes-
sante para uma maior reducao microbiana intracanal.®8%1.12

Em uma revisdo da literatura sobre os efeitos da aPDT em
endodontia, Trindade et al® relata um excelente potencial anti-
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microbiano desta terapia. Entretanto estes autores concluem que
devido a uma grande variagdo nos parametros utilizados na lite-
ratura, € virtualmente impossivel chegar a um protocolo de uso
clinico. Parece haver certo consenso quanto ao uso de laser de
baixa poténcia como fonte de luz e em relacdo aos PS, compos-
tos fenotiazinicos como o Azul de metileno tem sido utilizado em
diversos trabalhos. Entretanto, parametros como concentracao do
fotossensibilizador, uso de fibras opticas e tempo de irradiacao
permanecem como temas controversos.

Neste estudo, quando avaliado a formacdo de EROs em dife-
rentes concentracdes do AM, notamos que concentragdes meno-
res como 50 e 100uM, quando irradiadas, promovem uma maior
formacédo de EROs. Estes dados corroboram os resultados encon-
trados quando avaliamos a formacao do fendmeno escudo optico
em diferentes concentracdes da solucdo do PS. A maior formacao
de EROs em concentracées entre 50 e 100uM possivelmente ocor-
ra devido a ndo formacéo do escudo optico. Na concentracédo de
150uM, o escudo oOptico impede que a luz atinja todo o volume
do PS, portanto reduzindo o efeito fotodinamico, fato agravado

———— Fibra
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FIGURA 3
Analise da formagéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs).
Note que a curva de absor¢do do PS quando irradiado com auxilio
da fibra dptica demonstra uma maior eficiéncia da aPDT

FIGURA 4
Imagem representativa do sinal de bioluminescéncia capturado nas raizes contaminadas por biofilme. A) contaminacéo inicial apos aplicacio do PS; B)
apos irradiagdo por 1 minuto e energia de 2,4J; C) apés irradiacdo por 2 minuto e energia de 4,8J; D) ap6s irradiagdo por 3minuto e energia de 7,2J

pela concentracdo de 300uM. Diversos autores tém utilizado con-
centracdes ndo superiores a 100puM, mesmo quando utilizados PS
diferente do AM 2101216 Além do fenémeno escudo dptico e a perda
da eficiéncia da aPDT, Carvalho e colaboradores' relatam mancha-
mento dentdrio e comprometimento estético quando utilizado o
AM em concentracdo de 300uM (0,01%).

A reducdo microbiana em endodontia deve ocorrer ndo s6 no
canal principal, mas de forma ideal, em todo o sistema de canais,
como canais secundarios, istmos, canais acessorios, delta apical e
ainda no interior de tubulos dentinarios, pois o biofilme microbiano
ndo se limita ao canal principal."*%” O uso de concentracées maio-
res do PS (como 300uM) dificultam a penetragéo da solucdo pelos
tubulos dentinarios, conforme ja relatado na literatura’, adicional-
mente, esta concentragdes permitem a formagdo de escudo 6ptico,
promovendo assim, uma absor¢do da luz na superficie do liquido,
reduzindo como ja visto o efeito fotodinamico e reduzindo ainda a
acao antimicrobiana em profundidades na dentina radicular.

0 uso de fibra dptica para a irradiacdo intracanal, conforme ja re-
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latado por Garcez et ol Fimple et al®e Sabino et al™ promove uma
melhor distribuicdo e acesso da luz no sistema de canais e em areas
como a regido apical. Esta melhor distribuicdo da luz por toda a solugéo
do PS, permite uma maior formacdo de EROs e consequentemente uma
maior redugdo microbiana. Sabino e colaboradores', comparando o uso
da fibra intracanal, relatam uma reducdo microbiana aproximadamente
30% superior com o uso da fibra, em nossa analise in vitro a irradiagdo
com a fibra dptica obteve uma producdo de ERO proporcionalmente
semelhante (30% maior com o uso da fibra).

Energias de irradiacdo entre 2 e 30J, que resultam em tempos
de 30 segundos a 15 minutos de tratamento com o laser, tem sido
relatadas na literatura®'® e como podemos notar este é mais um
dos controversos parametros encontrado.

0 uso de microrganismos bioluminescentes, justifica-se, pois
possibilita uma analise em tempo real da reducdo microbiana
obtida pela terapia que esta sendo utilizada'®?; ainda trabalhos
prévios de nosso grupo ja utilizaram com sucesso esta metodolo-
gia.”®"?" Neste estudo, mais especificamente, a analise em tempo
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real, permite identificar os parametros minimos de irradiacdo para
a utilizacdo da aPDT em Endodontia. Os resultados mostram que
uma energia minima de aproximadamente 7J é necessaria para a
reducéo total do sinal de bioluminescéncia (portanto da presenca
de microbiota vidvel) em contaminagdo endoddntica com biofil-
me crescido em 72h. Conforme ja relatado®'®, energia de 2 a 30J
tem sido utilizadas com sucesso na descontaminacéo intracanal.
Entretanto, nossos resultados mostram que com energias mais
baixas, como 2,4) ocorre uma reducdo expressiva da contamina-
¢do (45%), mas esta reducio ¢ significativamente melhorada apos
irradiacoes adicionais. Da mesma forma, energias de 30J possi-
velmente possam resultar em descontaminacéo efetiva intraca-
nal, mas nosso estudo mostra que energias proximas a 7J ja se
mostram suficientes, concordando com os resultados de Sabino
et al”®, que afirma que apds 12J ndo € possivel identificar sinal de
bioluminescéncia em contaminacéo intracanal com biofilme de C.
albicans. Portanto, irradiacoes adicionais, talvez ndo signifiquem
reducdes adicionais, apenas acréscimo de tempo clinico.

Baseados nos achados deste trabalho e apoiado nos trabalhos
da literatura®'%'23% recomendamos o seguinte protocolo para
uso clinico da aPDT em Endodontia:

A) 0 uso de composto fenotiazinicos, como o azul de metileno, em
concentragdes de 50 a 100uM. Estas concentracdes promovem maior
producdo de espécies reativas do oxigénio, como radicais hidroxila, ions
superoxido e oxigénio singleto. Adicionalmente, estas concentragdes
minimizam ou mesmo impedem a formacdo do fenémeno fisico co-
nhecido como escudo 6ptico, possibilitando, desta forma uma maior
eficiéncia do efeito antimicrobiano da aPDT no sistema de canais.

B) Uso de fibra dptica acoplada ao laser para melhorar a distribuicdo
de luz intracanal e consequentemente a formacao de EROs, maximizan-

REFERENCIAS

do a reducédo microbiana, quando comparado a irradiacao sem fibra.

C) Irradiacdo com energias entre 7 e 12J. O que nos equipa-
mentos atualmente disponiveis no mercado (que apresentam po-
téncia entre 40 e 100mW) resultam em irradiagdes de aproxima-
damente 2 a 4 minutos.

CONCLUSAO

A'indicacao e uso da aPDT na a reducdo bacteriana intracanal,
tem sido comprovado por diversos estudos na literatura, entretan-
to, ndo ha consenso sobre os parametro ideais. Avaliando os dados
obtidos neste trabalho, concluimos que:

® A concentragdo do PS em que ha maior eficiéncia na for-
magcdo de EROs e menor formagdo de escudo dptico se encontra
entre 50 a 100uM;

® O uso de fibras 6pticas contribui para maior formacgdo de EROs;

® Energia de irradiacdo minima de 7J promove significativa
reducdo bacteriana intracanal.

APLICACAO CLINICA

0 uso da Terapia fotodindmica antimicrobiana em endodon-
tia tem se mostrado um método efetivo na redugdo microbiana
intracanal, tanto em trabalhos in vitro, quanto em trabalhos em
pacientes. Entretanto, ndo ha concordancia quanto aos seus pa-
rametros ideais para uso clinico. A padronizacao de parametros
de irradiacdo e de concentracdo na solucao fotossensibilizadora,
certamente levara a uma maior utilizagdo e reconhecimento da
eficiéncia desta terapia. A falta de consenso nestes parametros
dificulta ao clinico na hora da escolha dos protocolos de utiliza-
¢do e na comparacdo entre diferentes protocolos encontrados na
literatura, desestimulando seu uso na rotina diaria do consultério..
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