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TERAPIA FOTODINAMICA NA REDUCAO DE MICRORGANISMOS
RELACIONADOS A INFECCAO PERSISTENTE DO SISTEMA DE CANAIS
RADICULARES

PHOTODYNAMIC THERAPY IN REDUCING MICRORGANISMSRELATED TO
PERSISTENT INFECTION OF THE RADICAL CHANNEL SYSTEM

ANDREA BRILHANTE GALDINO*
RESUMO

Objetivo: avaliar o potencial antimicrobiano da terapia fotodinamica na reducéo de
microrganismos relacionados a infeccdo persistente do sistema de canais
radiculares. Métodos: Foi realizada uma pesquisa do tipo experimental laboratorial
in vitro. Para testar a atividade antimicrobiana dos grupos experimentais (controle de
viabilidade celular, controle positivo (hidroxido de calcio), PDT com azul de metileno,
extrato vegetal e PDT com o extrato vegetal), foram utilizadas cepas padrdo de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). O inoculo microbiano foi padronizado em
espectrofotometro de modo a obter uma absorbancia de 0,08 a 0,10 que
corresponde a 5x10° UFC/ml. Os grupos experimentais foram dispostos separados
entre si em microplacas de 96 pocos estéreis. Foram inseridos 100 pl de meio de
cultura estéril BHI, 80 pl do corante azul de metileno, o extrato vegetal (4mg/ml), e
20 ul do inéculo bacteriano. Foram realizados o controle do crescimento microbiano
inserindo apenas o meio de cultura do caldo estéril nos pocos, a respectiva aliquota
de in6culo microbiano e o controle positivo com Hidroxido de célcio, diluido em agua
destilada, a 4mg/ml. O corante Azul de Metileno foi utilizado na concentracdo de 5
mg/ml, diluida em 0,01% em cada poco da triplicata. Quanto aos grupos submetidos
ao extrato, ambos receberam o extrato na concentracdo de 4mg/ml. O laser
utilizado foi o InGaAIP Therapy XT (DMC Importacdo e Exportacdo de
Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, SP, Brasil), com comprimento de onda (A) de 660
nm, uma poténcia util de 100mW, area de spot de 0,028 cm?, energia total foi de 6,0
J, correspondendo a um tempo de 60 segundos em cada poco. A insercao da luz
laser foi de uma Unica vez, de forma continua, de modo pontual e com aplicacéo
perpendicular aos pocos. Para avaliacdo da acdo dos grupos experimentais, foi
repicada 1 aliquota de 1 ul do conteddo dos pocos em placas contendo BHI agar e
as microplacas foram levadas para estufa a 37°C, por 24 horas. Apos isso, foi
realizada a leitura dos resultados por meio da contagem das unidades formadoras
de colénias (UFC/ml) de Enterococcus faecalis. Resultados: A avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos grupos em estudo frente a Enterococcus faecalis
resultou no controle em 6,0x108 UFC/ml; controle positivo, contendo hidréxido de
calcio em 5,0x108 UFC/ml; Terapia fotodinamica com corante azul de metileno em
3,0x107 UFC/ml; Extrato vegetal de Schinopsis brasiliensis em 3,8 x 10* UFC/ml;
Terapia Fotodindmica com extrato vegetal de Schinopsis brasiliensis em O.
Conclusdes: A PDT quando associada ao azul de metileno foi capaz de reduzir as
cepas do Enterococcus faecalis, porém nao foi capaz de elimina-lo. Quando
associada ao extrato da planta Schinopsis brasiliensis, a PDT foi capaz de eliminar
completamente as cepas microbianas testadas.

Palavras-chave: Endodontia. Infec¢édo. Lasers. Terapia fotodinamica.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the antimicrobial potential of photodynamic therapy in
reducing microorganisms related to persistent root canal system infection. Methods:
An in vitro experimental laboratory research was performed. To test the antimicrobial
activity of the experimental groups (cell viability control, positive control (calcium
hydroxide) methylene blue PDT, plant extract and PDT with plant extract) standard
Enterococcus faecalis strains (ATCC 29212) were used. The microbial inoculum was
standardized in a spectrophotometer to obtain an absorbance of 0,08 to 0,10
corresponding to 5x10° CFU/mI. The experimental groups were arranged separately
in 96-well sterile microplates. 100 pl of sterile BHI culture medium, 80 pl of methylene
blue dye, plant extract (4mg/ml), and 20 pl of bacterial inoculum were inserted.
Microbial growth control was performed by inserting only the sterile broth culture
medium into the wells the respective, aliquot of microbial inoculum and the positive
control with calcium hydroxide diluted in distilled water at 4 mg/ml. Methylene blue
dye was used at a concentration of 5 mg/ml, diluted 0,01%in each triplicate well. As
for the groups submitted to the extract, both received the extract at a concentration of
Amg/ml. The laser used was InGaAIP Therapy XT (DMC Import and Export
Equipment Ltd., Sdo Carlos, SP, Brazil), with wavelength (1) of 660 nm, a useful
power of 100mW, a spot area of 0,028 cm?, energy total was 6.0 J, corresponding to
a time of 60 seconds in each well. Laser light insertion was performed at one time,
continuously, punctually and with application perpendicular to the wells. To evaluate
the action of the experimental groups, 1 aliquot of 1 pL of the well contents was
plated on plates containing BHI agar and the microplates were incubated at 37°C for
24 hours. After that, the results were read by counting the colony forming units
(CFU/ml) of Enterococcus faecalis. Results: The evaluation of the antimicrobial
activity of the study groups against Enterococcus faecalis resulted in a control of
6,0x108 UFC/ml; positive control containing calcium hydroxide 5x108 UFC/ml;
Photodynamic therapy with methylene blue dye at 3,0x10° UFC/ml; Schinopsis
brasiliensis plant extract 3,8x10* UFC/ml; Photodynamic therapy with Schinopsis
brasiliensis plant extract at 0. Conclusions: PDT when associated with methylene
blue was able to reduce Enterococcus faecalis strains, but was not able to eliminate
it. When combinet with Schinopsis brasiliensis plant extract, PDT was able to
completely eliminate the tested microbial strains.

Keywords: Endodontics. Infection. Lasers. Photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endoddntico depende de um PQM (preparo quimico
mecanico) adequado, da remocéao de bactérias dos canais infectados, do controle da
infeccdo secundaria, da limpeza quimica do canal infectado, seguido de uma
adequada obturacédo, contudo, a remocao dos microrganismos presentes no canal
radicular trata-se do requisito fundamental para a obtencdo do sucesso no
tratamento, este que, em alguns casos, pode nédo ser alcancado (YAMAGUCHI et
al., 2018).

Rocha et al. (2013), relata que h& uma diversidade das cepas de
microrganismos resistentes encontrados nas infecgdes endodonticas, dentre esses,
encontra-se 0 Enteroccocus faecalis. Além disso, a presenca de fungos como a
Candida albicans (levedura), C. glabrata, C. quiliermondii, dentre outros, no interior
do SCR (sistema de canais radiculares) também tém sido encontrados, sendo
importante salientar que a persisténcia desses microrganismos nos canais
radiculares corrobora para o insucesso no tratamento endodontico (LOPES;
SIQUEIRA, 2010).

O Enteroccocus faecalis € um coco Gram-positivo, anaerobio facultativo,
capaz de resistir a procedimentos intracanais e a antibidticos sistémicos devido as
suas caracteristicas morfolégicas e genéticas (MASUDA et al., 2018; TINOCO et al.,
2016). Segundo Khalifa et al. (2016), o Enteroccocus faecalis tornou-se uma das
bactérias mais resistentes e dificeis de serem erradicadas do interior do SCR, pois
apresenta resisténcia aos antibioticos, dispbe de uma natureza altamente
recalcitrante, pode persistir em condicbes extremas devido a sua capacidade de
suportar um meio alcalino e também pela capacidade de persistir na auséncia de
glicose. Trata-se de um microrganismo capaz de perder sua capacidade de
crescimento em cultura, mas manter a patogenicidade e a viabilidade de voltar a se
dividir no momento em que as condicbes do microambiente se tornarem favoraveis
(LACERDA et al, 2016), sendo assim, € considerado uma das principais bactérias
responsaveis pelo insucesso no tratamento de canais radiculares (KHALIFA et al.,
2016; MASUDA et al., 2018; TINOCO et al., 2016).

Entdo, mesmo que a terapia endodoéntica seja executada adequadamente,
fracassos podem ocorrer devido a persisténcia de microrganismos no SCR (COSTA
et al.,, 2008). Visando contornar esse problema, muitos autores tém realizado
estudos associando os lasers, por meio da terapia fotodinamica (PDT) no tratamento
endododntico, pois esta terapia é considerada uma modalidade promissora capaz de
intensificar o tratamento convencional do SCR, apresentando uma boa eficacia na
reducdo de microrganismos tanto organizados em colénias como em biofilme
(PRAZMO et al., 2016).

Nunes et al. (2011) conceitua a PDT como uma associacdo entre a luz gerada
por um laser de baixa poténcia e um fotossensibilizador (FS) excitado pela luz do
laser, reagindo com o oxigénio molecular (O2), o radical hidroxila (OH) e o peréxido
de hidrogénio (H202), estes radicais livres e 0 O2 provocam reacdes de oxidacdo ou
reducdo nas células bacterianas, resultando na eliminagdo de microrganismos.

Atualmente ha uma grande variedade de FS e os mais utilizados clinicamente
sdo os sais de fenotiazina, e dentre eles, tém-se o azul de metileno (PLOTINO et al.,
2019). Entretanto, tendo em vista que os fitoquimicos exercem sua atividade
antibacteriana através de diferentes mecanismos de acdo, tais como danos a
membrana bacteriana, supressédo de fatores de viruléncia, inibicdo da atividade de
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enzimas, toxinas e biofilmes bacterianos (SIQUEIRA et al., 2018), tém-se
investigado se os extratos de base vegetal também podem se apresentar como
agentes fotossensibilizadores eficientes, j& que segundo Machado et al. (2017), os
mesmos possuem atividade antimicrobiana.

Assim, a utilizacdo de plantas tem sido investigada como uma alternativa
promissora na PDT, tendo em vista que sua acao antimicrobiana é potencializada
mediante a aplicacdo do laser vermelho, e desta forma, a PDT é capaz de agir mais
rapidamente contra 0s microrganismos do que de antimicrobianos isolados
(SIQUEIRA et al. 2018).

Entdo, o objetivo deste trabalho foi avaliar através de uma pesquisa
laboratorial in vitro, o potencial antimicrobiano da terapia fotodinamica nas infec¢des
endodobnticas  persistentes, fazendo o uso de diferentes agentes
fotossensibilizadores, dentre eles, o extrato da planta Schinopsis brasiliensis, bem
como revisar a literatura sobre o assunto em questao.

2 REVISAO DE LITERATURA

A terapia fotodindmica, PDT, vem sendo utilizada em diferentes estudos na
endodontia, a mesma surgiu como uma promissora terapia antimicrobiana,
envolvendo a utilizagdo de um FS ativado por uma luz de comprimento de onda
especifico na presenca do oxigénio, sendo essa triade, coadjuvantes do preparo
guimico-mecanico e da terapia do sistema de canais radiculares (AMARAL et al.,
2010).

2.1 Mecanismo de acéao

A terapia fotodinamica (PDT) também conhecida como fototerapia,
fotoquimioterapia ou quimioterapia fotoativada (PACT) € um tratamento que utiliza a
ativacdo de um fotossensibilizador (FS) por exposicao a luz de um comprimento de
onda na presenca do oxigénio (TENNERT et al., 2014).

A luz é responsavel por excitar o agente FS, que por sua vez, interage com
moléculas vizinhas, sendo que este, em seu estado excitado, pode agir removendo
os atomos de hidrogénio de uma molécula do substrato biolégico como os
fosfolipideos, ou transferindo elétrons, formando ions radicais que tendem a reagir
com o oxigénio, e neste processo, sdo formados produtos oxidados responsaveis
pela cadeia de radicais livres, como o radical superéxido (0O2), peréxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH) (EDUARDO et al., 2015).

Desta forma, quando ocorre a transferéncia de energia do FS excitado para o
oxigénio disponivel, resulta na formacdo de substancias tdéxicas, como o oxigénio
singlete e os radicais livres, esse tipo de oxigénio € altamente reativo e é
considerado o principal mediador do dano fotoquimico causado aos microrganismos,
e por muitos sensibilizadores, o seu raio de acdo € extremamente reduzido (<0,02
micrémetros), atuando apenas onde € produzido, baseado no efeito fotodinamico
localizado (EDUARDO et al., 2015; TENNERT et al.,2014).

2.2 Fontes de luz
A abordagem da PDT envolve a combinacdo do fotossensibilizador e uma

fonte de luz que geralmente é o laser de baixa intensidade, que no espectro das
cores azul e vermelha, e em um comprimento de onda especifico para ativagdo do
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FS, serve para inibir um amplo espectro de microrganismos (XHEVDET et al., 2014).
A PDT € uma forma de tratamento minimamente invasiva, minimamente téxica para
o ser humano e para que ela seja efetiva € necessario que a fonte de luz interaja
com o FS (GARCEZ; HAMBLIN, 2017).

Dentre os agentes fotossensiveis, 0 mais estudado é o azul de metileno,
sendo a luz vermelha visivel a mais utilizada para interagir com este FS, luz essa
gue pode ser emitida pelos LEDs vermelhos ou pelo laser de baixa poténcia, e neste
caso, para que a PDT aconteca, os fotons na faixa do vermelho visivel devem
interagir com o azul de metileno respeitando os parametros de energia, da poténcia,
do tempo de irradiacdo e do comprimento de onda da fonte de luz (EDUARDO et
al., 2015).

2.3 Fotossensibilizadores

Os primeiros FS, incluindo as porfirinas, foram descobertos ha cerca de
guarenta anos, 0os da segunda geracdo, foram mais eficazes, gerando o oxigénio
singlete, seguidos dos da terceira geracdo, em que houve uma modificacdo pela
incorporacdo de uma capacidade de clareamento do fotossensibilizador, anticorpos
conjugados ou sistema proteina receptor (PRAZMO et al., 2016).

A maioria dos FS sédo ativados por luz entre (630 e 700nm), sendo que 0s
mais encontrados na literatura sdo a hematoporfirina (620-650nm), a fenotiazina a
exemplo do azul de toluidina e o azul de metileno (620 a 700 nm), a cianina (600-
805nm), os agentes fitoterapicos (550-700 nm) e as hialocianinas (660-700 nm)
(TENNERT et al., 2014).

O FS deve possuir estabilidade bioldgica, eficiéncia fotoquimica, seletividade
pela célula-alvo e um minimo efeito toxico as células normais, e especificamente na
endodontia, vém sendo bastante empregados os FS derivados das fenotiazinas
(AMARAL et al., 2010). As fenotiazinas tratam-se de compostos heteroaromaticos
triciclicos, sdo corantes azuis, como o0 azul de toluidina e o azul de metileno, e
guando utilizadas em baixas concentracdes, nao produzem acdo -citotoxica
(AMARAL et al., 2010).

O azul de toluidina é utilizado em procedimento antimicrobiano coadjuvante a
terapia endoddntica convencional, interage com a endotoxina bacteriana e com 0s
LPS das bactérias Gram negativas, e em casos em que 0s canais forem
sensibilizados por este FS na concentracdo de 0,0125%, emitindo o laser vermelho
com comprimento de onda de 660 nm, com energia de fluéncia de 400 J/cm? durante
o tempo de 20 minutos e 5 segundos, obtém-se um resultado de 99,9% na reducéo
das unidades formadoras de colénias bacterianas (AMARAL et al., 2010; ARAUJO et
al., 2013).

E se tratando do azul de metileno (AM), sua maxima absorcdo ocorre em 664
nm, e a PDT associada a este FS, utiliza fontes de luz emitindo fétons na faixa do
vermelho visivel, como os lasers vermelhos de baixa poténcia e os LEDs vermelhos
(EDUARDO et al., 2015). A caracteristica hidrofilica do AM, seu baixo peso
molecular e a sua carga positiva permitem a sua passagem através dos
microrganismos no sistema de canais radiculares e o seu carater catidbnico permite
sua interagdo com 0s grupos aniénicos presentes na superficie das células
microbianas, e quanto a concentracdo, o AM em 0,005% é indicado para casos onde
nao haja exsudato, sangue, fluido gengival, saliva ou qualquer outro diluente ou
conteudo protéico nos canais radiculares e na superficie dental, pois na presenca
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dessas substancias, opta-se pelo AM a 0,01% por ser mais concentrado (EDUARDO
et al., 2015).

O azul de metileno trata-se de um FS bem estabelecido, utilizado na PDT,
capaz de direcionar muitas bactérias orais, Gram-positivas e Gram-negativas
(GURSOY et al., 2012; RAYMOND et al., 2011), este FS vai atuar interagindo com o
lipopolissacarideo de macromolécula anidnica, resultando na formacdo de
compostos dimeros que participam do processo de fotosensibilizacdo (RAYMOND et
al., 2011).

A maioria dos FS utlizados na PDT s&o mais eficazes na inativagdo de
bactérias Gram-positivas do que fungos e bactérias Gram-negativas, pois, a célula
fungica e a membrana externa de bactérias Gram-negativas, em alguns casos,
restringem a ligacdo e impede a penetracao do FS, impedindo de ocorrer sua agcéo
adequada (PRAZMO et al., 2016).

2.4 Tempo de pré-irradiacdo

E considerado o periodo que corresponde ao tempo ocorrido desde a
aplicacdo do FS ao inicio do emprego da luz (laser ou LED), trata-se de uma fase
importante para o sucesso da PDT, pois se o FS néo estiver proximo ao alvo, sua
ativagdo pela luz ira resultar em formacdo de espécies toxicas em local néo
desejado (AMARAL et al., 2010). O periodo de pré-irradiacdo pode variar entre dois
a cinco minutos, tempo para que o FS possa atingir e ultrapassar a membrana
celular bacteriana (ARAUJO et al., 2013)

2.5 PDT na endodontia

E notdria a importancia das etapas de instrumentacio, irrigacido e medicacéo
intracanal no tratamento endoddntico, entretanto € importante que a PDT seja
acrescentada ao tratamento endoddntico convencional, devido o laser de baixa
poténcia ser um meio seguro, de facil manipulacdo e aceitacdo pelo paciente, ndo
promove resisténcia bacteriana, e também por tratar-se de um meio de baixo custo
em relacdo ao laser de alta poténcia, contribuindo assim, para uma reducéo efetiva
da carga microbiana do interior do SCR (ALFENAS et al., 2011).

A PDT é considerada uma forma adjunta para o tratamento endodéntico
convencional na reducdo de infeccbes do sistema de canais radiculares, essa
reducdo € mais significativa apos a irrigacdo com o hipoclorito de sédio, o uso do
peroxido de hidrogénio e do EDTA, tendo assim, uma maior eficiéncia contra a
resisténcia bacteriana (TENNERT et al., 2014).

Tennert et al. (2014), em seus estudos, ressaltou que o tratamento
endoddéntico apenas com o auxilio da PDT, proporcionou uma diminuicdo de 92,7%
de Enterococcus faecalis e quando associou a PDT a irrigacdo com o hipoclorito de
sédio (NACL) a 3% a reducao chegou a 99,9%, sendo assim, a PDT demonstrou ser
uma terapia adjuvante ao tratamento endoddntico convencional para otimizar a
reducdo microbiana nos SCR.

Garcez et al. (2016) fizeram a comparacao entre a acdo do uso da PDT e do
NaOCl a 0,5% na limpeza e na remocdo do E. faecalis nos sistemas de canais
radiculares, e enquanto o NaOCI alcancou 93,25% de desinfeccédo, a terapia
fotodindmica obteve 99,2% de sucesso, dessa forma, afirmou-se a efetividade da
PDT na reducdo do E. faecalis, sugerindo também que esta terapia seja utilizada
como coadjuvante ao tratamento endodéntico.
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Segundo Nunes et al. (2011), o tempo de exposicao a irradiacdo na PDT é
variavel e pode ocorrer de 30 segundos até 10 minutos, desta forma, os periodos
frequentemente utilizados sé&o de 2, 3 e 5 minutos, e quando trata-se da dose de
energia, a mesma é proporcional ao poder e ao tempo de irradiacédo, tenta-se
aumentar a poténcia e reduzir o tempo de irradiagdo para que o FS permaneca no
sistema de canais radiculares por um menor periodo de tempo, diminuindo as
chances de pigmentacdo dentaria.

2.6 Microbiota resistente x Infec¢cdo endoddntica

O principal objetivo do tratamento endodéntico € a completa eliminacdo dos
microrganismos nos canais radiculares previamente a obturacdo, fato pelo qual
torna-se um desafio, pois, os canais radiculares infectados apresentam uma distinta
flora de patdégenos distribuidos através das paredes dos canais principais e
secundarios, com a capacidade de penetrar na dentina por meio dos tubulos
dentinarios (EDUARDO et al., 2015).

As espécies anaertbias estritas tratam-se de um fato consolidado na
dindmica da infeccdo endodontica, porém, as bactérias anaerdbias facultativas sé&o
mais resistentes do que o0s anaerobios estritos, podendo persistir mesmo apos a
terapia endodontica (SILVA et al., 2010). A exemplo dos anaerobios facultativos,
tém-se o0 Enterococcus spp, que pode permanecer em uma fase latente, porém caso
aconteca mudancas ambientais, como uma infiltracdo coronaria, esse microrganismo
pode ser ativado e acontecer uma subsequente proliferacéo (SILVA et al., 2010).

Sakko et al. (2016) relata que o Enterococcus faecalis tém sido o
microrganismo mais frequentemente encontrado apos o tratamento de infeccdes
endodobnticas, a sua alta prevaléncia de forma isolada, esta associada a dentes
comprometidos endodonticamente com lesGes perirradiculares, sugerindo a
ocorréncia dessas patogéneses em lesfes recorrentes. Caso seja comprovada a
capacidade de desinfeccdo contra este patdgeno, também sera eficaz contra a
maioria dos outros microrganismos que se encontram presentes no sistema de
canais radiculares (ATTIGUPPE et al, 2017).

A anatomia complexa dos canais radiculares é a principal causa de infec¢des
persistentes, pois possibilita a sobrevivéncia de bactérias apds o procedimento de
limpeza convencional (MASUDA et al., 2018; LEI et al., 2016). O Enteroccocus
faecalis € capaz de sobreviver em condi¢cdes nutricionais inadequadas, podendo
permanecer viavel como um uUnico microrganismo (MASUDA et al., 2018), este
patdgeno, esta associado aos casos de infeccdo persistente ou secundaria no SCR
e a sua alta prevaléncia esta diretamente relacionada as suas propriedades
especificas, como a excelente capacidade de adaptacdo a condi¢cdes extremas, de
penetrar nos tubulos dentinarios, de se recuperar apés periodos de prolongada
escassez de nutrientes e de sobreviver a baixa atividade metabdlica no interior de
canais radiculares ja tratados (ALFENAS et al., 2011).

Um dos objetivos do tratamento endoddntico é proporcionar uma adequada
desinfeccdo do sistema de canais radiculares (SOUZA, 2015). Entretanto, Frota
(2013), relata que mesmo que o0 preparo biomecanico seja realizado
adequadamente, a contaminacéo bacteriana residual pode permanecer em torno de
um quarto do tamanho total do canal, tendo como consequéncia a persisténcia da
infecgcéo no local.
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2.7 Fitoterapia x Terapia endoddntica

Atualmente, a odontologia realca a busca por substancias biocompativeis,
principalmente aquelas que entram em contato direto com os tecidos, dentre eles, o
tecido pulpar e periapical, sendo assim, a ciéncia da fitoterapia tem evoluido e tem
estimulado a avaliacdo de muitos produtos vegetais com finalidade terapéutica
diversa (COSTA et al., 2008).

As plantas apresentam vias metabdlicas secundarias que originam compostos
como alcaldides, isoflavondides, cumarinas, glicosideos, terpenos, flavondides,
taninos (principais grupos antioxidantes naturais), e poliacetilenos especificos em
algumas espécies, e atualmente sabe-se que essas substancias sdo importantes na
defesa das plantas contra bactérias, virus, parasitas e insetos (NOGUEIRA et al,
2017). A resisténcia desses microrganismos aos produtos terapéuticos, como
antibacterianos e antivirais, levou o interesse da ciéncia por novos produtos
antiinfecciosos, a exemplo dos fitoterapicos (PATRI; SAHU, 2017).

Segundo Patri e Sahu (2017) a fitoterapia € o uso medicinal dos extratos
vegetais e dos produtos naturais como extrato de alho, 6leo de canela, 6leo de
tomilho, o0leo de malaleuca, aloe vera, dentre outros extratos, mostram suas
propriedades antimicrobianas contra muitos microrganismos. No planeta, existe
cerca de 500.000 espécies de plantas e apenas 1% estdo sendo investigadas
fotoquimicamente, tendo em vista que ja vem ocorrendo um grande avanco cientifico
guanto aos produtos quimicos e farmacoldgico das plantas (NOGUEIRA et al.,
2017).

No Brasil a arvore endémica, Schinopsis brasiliensis é da familia da
Anacardiaceae, popularmente conhecida como baraluna, brauna, quebracho e
chamacoco (SARAIVA et al, 2011), esta planta desencadeia atividade
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis (FERNANDES et al., 2015; FORMIGA FILHO
et al., 2015), Klebisiella pneumoniae, Candida albicans, Salmonella typhimurium,
Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Streptococcus parasanguinis
(FERNANDES et al., 2015).

Nogueira et al. (2017) e Fernandes et al. (2015), em seus estudos com o0
extrato da planta do semi-arido brasileiro, Schinopsis brasiliensis (bradna),
promoveu a inibicdo da formacdo de biofilme tanto de bactérias Gram-negativas
como Pseudomonas aeruginosa, quanto em bactérias Gram-positivas como o
Staphylococcus aureus.

Compostos como taninos, fendlicos e flavondides sdo componentes chaves
dos extratos vegetais da planta S. brasiliensis, apresentando uma alta atividade
antimicrobiana (FORMIGA FILHO et al., 2015). A relacdo da atividade antioxidante
e antimicrobiana de taninos, por associacdo do mecanismo de acdo dos compostos
fendlicos, tem poder de inibicdo de radicais livres em bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (SARAIVA et al., 2011). A atividade antimicrobiana dos taninos pode
estar relacionada a sua complexacdo com o metal ions, reduzindo a disponibilidade
de ions essenciais para 0 metabolismo bacteriano, ja os flavondides, como as
flasonas e as hexametoxiflavonas sdo compostos capazes de formar complexos
com proteinas sollveis e com a parede celular das bactérias sendo capazes de
romper a membrana bacteriana, e sdo estes mecanismos inibitérios do metabolismo
bacteriano que explicam porque o extrato da casca e da folha de S. brasiliensis,
mesmo sem a aplicagédo do laser, sdo eficazes contra muitas bactérias, dentre elas,
o Enterococcus faecalis (FORMIGA FILHO et al., 2015).



20

Assim, devido as infeccOes persistentes relacionadas a resisténcia bacteriana
as substancias utilizadas no tratamento endodéntico, foi notada a necessidade de
busca de outras fontes para potencializar os resultados da terapia endododntica
(ROCHA et al., 2013). O tratamento por meio de plantas, a fitoterapia, n&o € recente,
e seus compostos naturais podem ser utilizados em varias féormulas, contudo, nos
ultimos anos as pesquisas relacionadas aos fitoterdpicos vém aumentando devido a
busca por produtos com menor toxicidade, maior atividade farmacoldgica,
biocompatibilidade e com custos acessiveis a populacdo (MACHADO; OLIVEIRA,
2014). Dessa forma, a utilizagcdo de compostos dessa natureza tem sido explorada
também nos estudos que envolvem a sanificacdo do sistema de canais radiculares.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Caracterizacéo do Estudo

A pesquisa foi do tipo experimental laboratorial in vitro.

3.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no setor de microbiologia do Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaio de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB) sob autorizacdo da Professora Doutora Ana Claudia Dantas de
Medeiros (Programa de Pds-graduacdo em Odontologia- UEPB).

3.3 Microrganismos e In6culo Microbiano

Foram utilizadas cepas padréo de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) cedidas
pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil), disponiveis no setor de
microbiologia do LABDEM da UEPB.

O in6culo microbiano foi padronizado em espectrofotbmetro, no comprimento
de onda de 625nm de modo a obter uma absorbancia de 0,08 a 0,10, de acordo com
as normas do documento M07-A9 (FRANKLIN et al., 2012), correspondendo a 5x
10°UFC/ml.

Para o preparo do inoculo bacteriano, 50ul do estoque bacteriano congelado
com glicerol 20% foi reativado em 5mL de Brain Heart Infusion (BHI), deixado por 18
horas em estufa a 37°C. Ap6s 18 horas, o equivalente a uma alca de platina desse
caldo de bactérias é repicado em BHI agar, de modo a observacdo de contaminacéo
ao final de 24 horas de incubacdo a 37°C. Nao havendo contaminacdo, 5-10
colénias isoladas da placa séo reativadas em 10ml de BHI e levadas novamente a
estufa por 18 horas a 37°C. ApoOs esse periodo, desse caldo contendo bactérias,
coleta-se uma aliquota de aproximadamente 300 ul e a adiciona-se em 4ml de BHI.
O conteudo desse tubo é levado ao espectrofotbmetro com comprimento de onda de
625nm, a fim de obter uma absorbancia de 0,08-0,10. Se o intervalo de absorbéancia
for atingido, tém-se um in6culo com concentracdo de 1,5 x 108 UFC/ml que é diluido
em caldo BHI a fim de obter a concentracdo final nas microplacas de 0,5 x
108UFC/ml que é igual a 5 x 10°UFC/ml.
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3.4 Obtencao do material vegetal

As folhas de Schinopsis brasiliensis foram coletadas, a partir de plantas
adultas selecionadas, respeitando suas caracteristicas fitossanitarias, na regiao de
Campina Grande (7° 13’ 50” S, 35° 52’ 52” W). As folhas foram embaladas em
sacos de papel tipo Kraft sendo posteriormente submetidas ao processo de
secagem, em estufa de ventilacdo forcada, a uma temperatura de 40 +/- 1° C, até a
estabilizacdo do peso, por perda de umidade. Apés a secagem, o material seco foi
triturado em um moinho do tipo Willey, no qual foi obtido um p6 fino, peneirado em
tamis com particulas no tamanho de 10 mesh.

A extracédo foi realizada pelo método de ultrassom, utilizando 1 litro de etanol
na concentracdo de 50% para 100 g de planta. Apos a extracdo, o solvente foi
removido em evaporador rotativo a 40° C (Quimis). O extrato foi armazenado em um
refrigerador a 4° C até o uso para 0s experimentos propostos. Para a realizacdo de
ensaios, a amostra foi previamente diluida em dimetilsulféxido (DMSO) a 10%.

3.5 Distribui¢cdo dos grupos

Foram realizados ensaios em triplicata com 0s grupos experimentais e com o
controle como segue o quadro 1.

Quadro 1. Grupos experimentais e controle de estudo.

Grupo Intervencéo

Enterococcus faecalis (Controle de viabilidade celular)
Controle Positivo (Hidroxido de Calcio)

Terapia Fotodinamica com azul de metileno

Extrato de Schinopsis brasiliensis

Terapia Fotodinamica com Extrato de Schinopsis brasiliensis

abr wWN -

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

3.6 Laser

A fonte de luz utilizada na PDT foi o Laser InGaAlP Therapy XT (DMC
Importacdo e Exportacdo de Equipamentos Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil), com
comprimento de onda (A) de 660 nm, com periodo de pré-irradiacdo 5 minutos. O
feixe de luz vermelho foi inserido com uma poténcia util de 100 mW em uma area de
spot correspondendo a 0,028 cm?, resultando em uma dose aproximada de 214
Jlcm? durante cada aplicagcdo. A energia total foi de 6,0 J, e como cada J
corresponde a 10 segundos, neste caso, totalizou-se o tempo de 60 segundos em
cada poco, com altura do poco 0,5 cm das células bacterianas presentes neles. A
insercao do laser foi realizada de uma Unica vez, de forma continua, com modo de
operacdao pontual e aplicacdo perpendicular aos pocos (Figura 2).

3.7 Analise da Atividade Antimicrobiana
Foram utilizadas microplacas de 96 pocos estéreis, em que 0S grupos

experimentais e controles pré-estabelecidos foram dispostos fisicamente separados
entre si, a fim de evitar a possibilidade de sobre-exposi¢do de irradiagao entre os
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grupos submetidos ao laser, como também qualquer absor¢do minima pelos demais
(Figura 1).
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Fig.1l. Esquema representativo da distribuicdo das amostras nas microplacas. Em 1:
Controle de esterilidade do meio; 3: Controle de viabilidade celular; 5: Controle
positivo; 7: Terapia Fotodindmica com azul de metileno; 9: Extrato de Schinopsis
brasiliensis; 12: Terapia fotodinamica com extrato de Schinopsis brasiliensis.

Inicialmente, foram inseridos em todos os poc¢os da microplaca, 100 pl de
meio de cultura estéril (BHI para E. faecalis), 80 ul do corante (azul de metileno) na
fileira 7, 4mg/ml do extrato vegetal nas fileiras 9 e 12, e 20 ul do in6culo bacteriano
nas fileiras, exceto na fileira 1, de acordo com a distribuicdo na figura 1.

Foram realizados controle de crescimento microbiano inserindo apenas meio
de cultura do caldo estéril nos pocos e 20 pl da aliguota de indculo microbiano
(controle de crescimento). E assim foi avaliada a viabilidade celular do in6culo
microbiano, como também a esterilidade das substancias testadas.

O controle positivo foi realizado com o hidréxido de célcio diluido em agua
destilada na concentracdo de 4mg/ml, e como na microplaca ja existia 100 pl de
meio estéril em cada poco, a concentracdo foi diminuida pela metade, sendo
realizado o teste com uma concentracéo final de 2mg/ml.

O Azul de Metileno, como corante aplicado para a sensibilizacao, foi utilizado
na concentracdo de 5 mg/ml (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Os grupos,
submetidos ao fotossensibilizador, receberam o volume (80 pl) da substancia diluida
a 0,01%, inseridos em cada poco da triplicata em ambiente escuro, o tempo de pré-
irradiacdo foram de 5 minutos, para ambos os grupos.

Para irradiacdo dos grupos experimentais, a distancia entre os pocos foi de
aproximadamente, 7,0 cm. O objetivo desse espacamento foi respeitar os limites
visiveis da irradiacdo e impedir que a aplicacdo do laser em um grupo influenciasse
o adjacente. E além disso, um anteparo plastico de cor preta foi colocado para
impedir a passagem de luz para 0s outros pocgos e evitar a sobre-exposicao (Figura
3).

Para avaliacdo da acdo dos grupos experimentais, foi repicada 1 aliquota de 1
pl do conteudo dos pogos em placas contendo BHI agar e as microplacas foram
levadas para estufa a 37°C, por 24 horas. Os testes foram realizados em triplicata,
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em capela de fluxo laminar, por 2 examinadores, sendo realizada a posterior
contagem manual das unidades formadoras de colonia (UFC/ml) (Figura 4).

Fig.2. Irradiacdo da luz laser na Fig. 3. Irradiacdo com protecdo contra a
microplaca. luz dos pogos circundantes.

Fig. 4. Contagem de unidades formadoras de coldnia (UFC/ml).
4 RESULTADOS

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos grupos experimentais frente ao Enterococcus
faecalis (ATCC 29212).

Grupos Experimentais UFC/mlI
Controle 6,0x108
Hidréxido de Calcio 5,0x108
TPD com azul de metileno 3,0x107
Extrato vegetal de Schinopsis brasiliensis 3,8 x 10*
PDT com extrato vegetal de Schinopsis 0
brasiliensis
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5 DISCUSSAO

E de suma importancia ressaltar que a finalidade do tratamento endodontico &
reduzir o maximo possivel dos microrganismos responsaveis pela infeccdo do
sistema de canais radiculares, porém devido a complexa estrutura dos SCR, a
completa eliminagéo desses microrganismos torna-se um grande desafio (XHEVDET
et al., 2014; MACHADO et al., 2017).

Lopes e Siqueira (2010) , afirmam que a infeccdo do canal radicular é
usualmente mista e semi especifica com predominio das bactérias anaerébias
estritas que correspondem a mais de 90% dos casos isolados, e neste caso, para
gue aconteca a sanificacdo do SCR é necesséario que se faca um PQM completo,
onde mecanicamente a limpeza é promovida por meio dos instrumentos,
quimicamente pela agdo antimicrobiana das solugBes quimicas auxiliares, e
fisicamente pela irrigacdo e aspiracdo da solucao irrigadora, desta forma, caminha-
se para uma desinfeccdo adequada dos canais radiculares, todavia, mesmo que o
PQM apresente seus beneficios no sucesso da terapia endodoéntica, dependendo do
caso, faz-se necessario a utilizagdo da medicacao intracanal para potencializar a
desinfeccdo do SCR (ROCHA et al., 2013).

Segundo Xhevdet et al. (2014), o PQM associado a irrigacdo com o NaOCI &
capaz de remover a maioria dos microrganismos, porém, ainda é possivel o retorno
da infeccdo por causa da camada de smear layer que ainda fica presente no curso
do canal radicular, desta forma, é necessario que terapias complementares, como a
terapia fotodinamica, seja utilizada como um método auxiliar na terapia endodéntica
convencional.

Plotino et al. (2019), explica que inicialmente, a PDT foi desenvolvida como
uma terapia destinada ao tratamento de varias doencas, inclusive de tumores e
doencas malignas, sendo que nos ultimos anos, a terapia da PDT se expandiu,
representando uma alternativa potente e promissora adjuvante na desinfeccao
intracanal. Esta terapia segue os principios de que uma luz € capaz de excitar um
corante fotossensibilizador ndo-toxico no seu destino com efeitos minimos no tecido
circundante (PLOTINO et al., 2019), esta luz, por sua vez, ativa o FS especifico que
age com um efeito letal sobre os microrganismos (OLIVEIRA et al, 2015). Gursoy et
al. (2013), afirma que a PDT trata-se de uma terapia capaz de formar um dano a
membrana citoplasmatica das bactérias através de espécies citotoxicas geradas
pela prépria terapia, ocorrendo fatores importantes como a ativagdo do sistema de
transporte da membrana, inibicdo das atividades enzimaticas da membrana
plasmatica e peroxidacéo lipidica, nos microrganismos.

Em meio aos pontos positivos, a PDT apresenta algumas limitacdes, dentre
elas, temos o uso do azul de metileno como agente FS que é capaz de alterar a
coloracdo dos dentes, ademais, quanto ao tempo de pré-irradiacdo, precisa ser o
adequado devido ao risco de ocorrer a descoloragéo da estrutura do dente, uma vez
gue quanto maior o tempo, mais o FS penetra na dentina e na interface dentina-
esmalte, quando se fala da viscosidade, o FS € capaz impregnhar na dentina,
formando uma camada de smear layer obliterando os tubulos dentinarios, quanto a
concentracdo, o FS também ¢é considerado téxico semelhante aos irrigantes
endodoénticos, e quando se refere as fontes laser, esta luz concentra uma grande
energia em uma pequena area, uma vez que nos dentes e estruturas circundantes, o
aumento da temperatura pode ocasionar trauma térmico nestes tecidos, causando
danos irreversiveis (PLOTINO et al., 2019).



25

A pasta de hidréxido de célcio, por ser um dos medicamentos intracanais
mais utilizados no tratamento endodontico convencional, foi utilizada nesta pesquisa
como o controle positivo. A eficacia deste medicamento intracanal esté ligada a
difusdo de ions hidroxila através dos tubulos dentinarios e canais acessorios, em
areas inacessiveis aos instrumentos endodoénticos, ademais, quando este composto
€ dissolvido em &gua, se dissocia em ions hidréxido e célcio, e sua acédo
antimicrobiana depende dos ions hidroxidos na solugdo (LEI et al., 2016).

Segundo Lei et al. (2016), mesmo que a pasta de hidréxido de calcio
apresente essas excelentes propriedades, a acdo tamponante da dentina é capaz de
neutralizar a atividade antimicrobiana contra o Enteroccocus faecalis no SCR. Isso
possivelmente explica os resultados observados nesta pesquisa, onde apesar de ter
promovido uma pequena reducdo do E. faecalis, o hidroxido de calcio permitiu a
permanéncia de cepas de E. Faecalis submetidos a sua acdo, sendo, portanto,
considerado pouco satisfatério quando comparado aos demais grupos
experimentais, e dessa forma, justifica-se a necessidade de utilizacdo de métodos
complementares ao PQM e a medicacdo intracanal, tais como a terapia
fotodindmica, para que se obtenha a maxima reducdo de microrganismos
patogénicos do interior do SCR.

Na endodontia, os FS derivados dos sais de fenotiazinas tém sido
amplamente utilizados nas pesquisas em que envolve a PDT, estes compostos
guando utilizados em baixas concentracdes, ndo produzem acao citotoxica e a dose
necessaria para a morte bacteriana € menor que a dose para causar danos as
células (AMARAL et al., 2010). Devido as suas boas caracteristicas e 0 seu vasto
uso na endodontia, na presente pesquisa, foi utiizado o FS azul de metileno
associado a PDT onde promoveu uma maior reducdo da quantidade do
microrganismo testado, quando comparado ao hidroxido de célcio, apesar de
também ndo ter conseguido erradica-lo completamente. E semelhante a esta
pesquisa, no estudo de Amaral et al. (2010), a PDT também quando associada ao
azul de metileno ndo apresentou total eficacia contra o E. faecalis, porém
proporcionou uma reducédo significante sobre o microrganismo, que € considerado
uma das espécies mais resistentes ao tratamento endodéntico convencional.

Em meio a diversidade de patdégenos encontrado nos canais radiculares, de
acordo com Soligo et al. (2018), mesmo com o0s procedimentos de limpeza e
modelagem, o uso de instrumentos endoddnticos e 0 uso das solucdes irrigantes,
nao sao suficientes para reduzir a contaminacao bacteriana no canal radicular, uma
vez que bactérias como o Enterococcus faecalis estdo presentes em 67% dos casos
de falhas endodonticas. Entdo, devido as limitacbes das terapias atuais, vem
crescendo a busca por novas terapéuticas, a exemplo dos fitoterapicos, na tentativa
de desenvolver produtos naturais mais sensiveis aos microrganismos resistentes,
potencializando o sucesso do tratamento endodéntico (SOUZA, 2015).

Segundo Soligo et al. (2018), os produtos naturais derivados de plantas
representam uma fonte abundante de compostos antimicrobianos que podem ser
aplicados adicionalmente a terapia endodontica. De fato, os resultados observados
neste estudo pelo uso do extrato vegetal da planta Schinopsis brasiliensis, foram
soberanos aos das demais terapias testadas, mesmo quando utilizado isoladamente,
0 extrato vegetal da planta Schinopsis brasiliensis apresentou uma reducéo de E.
Faecalis muito superior, inclusive ao grupo da PDT com azul de metileno.

Ademais, quando associado a PDT, o extrato da Schinopsis brasiliensis
conseguiu-se a maior eliminagcdo do microrganismo testado, evidenciando um
resultado superior ao da PDT tradicional associada ao azul de metileno. De acordo
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com Formiga Filho et al. (2015), o extrato dessa planta possui compostos
metabdlitos secundarios derivados do metabolismo da prépria planta que
desempenham uma satisfatéria atividade bactericida e esse extrato também pode
conter estruturas do FS, como as apresentadas no FS azul de metileno, otimizando
a atividade antimicrobiana quando submetida a uma luz laser apropriada, o que
explica os excelentes resultados encontrados.

E ainda importante ressaltar que as diferentes partes dessa planta como
folhas, caule, frutos e casca sao utilizadas na medicina com acdo anti-inflamatéria
para varias doencas, tdo quanto como acao antisséptica no tratamento de micoses,
e sdo os compostos fendlicos presentes no metabolismo da Schinopsis brasiliensis,
representados por taninos e flavonéides, que destaca-se como principal grupo de
antioxidante naturais por ter a capacidade de atuar como sequestradores de radicais
livres e de doadores de hidrogénio, interrompendo assim as reacdes oxidativas em
cadeia (SARAIVA et al, 2011).

Sendo assim, ndo ha sombra de davidas quanto a importancia das plantas e
meio a grande variedade de vegetais evidenciados pela literatura com efeito
antimicrobiano na desinfeccdo do SCR, também encontramos segundo Yadav et al.
(2019), a curcumina, um composto polifendélico derivado do acafrdo de especiarias
da dieta, que possui um vasto espectro de propriedades bioldgicas e farmacoldgicas.
Esta planta dispde de uma atividade anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana
(NAJAFI et al., 2016), anticarcinogénica e antiviral (YADAV et al., 2019). Najafi et al.,
(2016), afirma que este composto é considerado um FS para PDT, que apresenta
um pico de absorcdo entre a faixa de 300 a 500 nm. A cdrcuma e 0 seu extrato da
cUrcuma xanthorrhiza é capaz de induzir uma reacao fotodinamica sob irradiacéo de
uma fonte de luz de 405 nm inibindo células plancténicas de Estreptococcus mutans
(LEE et al., 2017).

Ramezanali F et al. (2016) informa em seus estudos que extratos da folha de
nim e de uva também disponibilizam um efeito antimicrobiano contra o
microrganismo Enterococcus faecalis e os extratos de cha verde e cha preto, por
sua vez, desempenham um efeito antibacteriano sobre o Estreptococcus mutans, e
o cha verde por si s6 dispde de materiais ativos com bons efeitos fisiologicos, suas
propriedades curativas, como atividade antioxidante, anti-inflamatéria e de
eliminacao de radicais torna-o eficaz para a irrigacao intra-canal.

Entdo, sabendo que a complexidade anatbmica do sistema de canais
radiculares favorece a sua limpeza incompleta por meio da terapia endodéntica
convencional e que a vulnerabilidade das espécies bacterianas envolvidas na
infeccdo endodbntica sdo fatores limitantes para 0 sucesso do tratamento
endododntico em alguns casos (MASSUNARI et al., 2017), torna-se imperativo 0 uso
de terapias complementares que potencializem a sanificacdo do SCR. A exemplo
disso, tém-se 0 uso de produtos vegetais que sao plantas com propriedades
medicinais comprovadas, com efeitos antimicrobianos, antifiangicos e
anticancerigenos, que estdo ganhando um lugar de importancia na endodontia, uma
vez que podem promover uma desinfeccdo mais satisfatéria no SCR (RAMEZANALI
et al.,, 2016). Assim, salienta-se que as pesquisas envolvendo produtos naturais
representam um vasto campo de estudo a ser explorado pelos pesquisadores, pois
com base nos bons resultados dessa pesquisa, sugere-se que mais pesquisas
sejam realizadas fazendo uso de extratos vegetais na endodontia, bem como a
realizagcdo de novos estudos utilizando a PDT associada ao extrato vegetal da
Schinopsis brasiliensis in vivo, para comprovag¢ao dos resultados observados nesta
pesquisa.
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6 CONCLUSAO

O uso da PDT associado ao FS azul de metileno, tdo quanto o hidréxido de
calcio na sua forma pura, reduziram, mas ndo foram capazes de eliminar
completamente as cepas microbianas de Enterococcus faecalis testadas. O extrato
da planta Schinopsis brasiliensis, quando utilizado isoladamente, também reduziu a
carga microbiana. Todavia, quando associado na PDT, o extrato da planta
Schinopsis brasiliensis foi capaz de eliminar completamente as cepas microbianas
testadas.
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