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RESUMO

A endodontia tem por finalidade sanificar o canal radicular por meio da instrumentagéo
e do emprego de substancias quimicas. Ainda que, o indice de sucesso seja elevado
existem casos que a infeccdo do sistema de canais persiste. Assim, 0 presente estudo se
propds avaliar a eficacia antimicrobiana do azul de metileno em diferentes concentracées
associado a terapia fotodindmica contra patdgenos endodoénticos. O estudo se caracteriza
por um estudo experimental in vitro, e foi conduzido utilizando a metodologia de
contagem padrdo em placas. As amostras analisadas foram distribuidas em dois
subgrupos, o primeiro em 0,005% de azul de metileno (MB 0,005%) e o segundo em
0,01% de azul de metileno (MB 0,01%). Em seguida, foi avaliada a acdo antimicrobiana
frente aos principais patdégenos endodénticos: S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa, E.
coli e E. faecalis. Dentre essas concentragdes, 0os melhores resultados foram obtidos na
concentracdo 0,005%, a qual comparada com a concentra¢do 0,01%, apresentou maior
efetividade. Diante das condicdes do presente estudo é possivel dizer que os resultados
foram satisfatérios principalmente para a concentracdo 0,005%, a qual é usualmente
empregada na Endodontia. A associagdo do azul de metileno a PDT pode ser considerada
uma terapia adjuvante local e n&o invasiva, favoravel ao tratamento endodontico frente a
infeccOes persistentes, atua na diminuigo da resisténcia antimicrobiana.
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ABSTRACT

Endodontics aims to sanitize the root canal through instrumentation and the use of
chemical substances. Even though the success rate is high, there are cases where the
infection of the canal system persists. Thus, the present study aimed to evaluate the
antimicrobial efficacy of methylene blue in different concentrations associated with
photodynamic therapy against endodontic pathogens. The study is characterized by an
experimental in vitro study and was conducted using standard plate count methodology.
The analyzed samples were divided into two subgroups, the first in 0.005% methylene
blue (MB 0.005%) and the second in 0.01% methylene blue (MB 0.01%). Then, the
antimicrobial action against the main endodontic pathogens was evaluated: S. aureus, C.
albicans, P. aeruginosa, E. coli and E. faecalis. Among these concentrations, the best
results were obtained at the 0.005% concentration, which, compared to the 0.01%
concentration, showed greater effectiveness. Given the conditions of the present study, it
is possible to say that the results were satisfactory, mainly for the 0.005% concentration,
which is usually used in Endodontics. The association of methylene blue to PDT can be
considered a local and non-invasive adjuvant therapy, favorable to endodontic treatment
in the face of persistent infections, acts in the reduction of antimicrobial resistance.
Keywords: Photodynamic therapy. Methylene blue. Endodontics.

1 INTRODUCAO

A endodontia tem por objetivo promover a sanificacdo do sistema de canais
radiculares (SCR) e propiciar condi¢des de reparo. Visto que, no interior do SCR existem
bactérias virulentas que, por vezes, ndo sdo erradicadas complementarmente quando
realizado o tratamento convencional, sdo essas 0 Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Apesar de um indice de sucesso satisfatorio, em algumas situacdes as infecdes
persistem, mesmo em canais bem tratados (FERNANDES, 2021). Esta resisténcia esta
associada principalmente a acdo do Enterococcus faecalis (SIQUEIRA JR et al., 2012;
GHORBANZADEH et al., 2020). Este microrganismo tem a capacidade de competir com
outros microrganismos, invadir os tibulos dentinarios e resistir a privagdo nutricional
(STUART et al., 2006).
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Neste contexto novos procedimentos e substancias tem sido investigado com o
intuito de potencializar a sanificacdo do SCR. A terapia fotodindmica, também conhecida
como PDT (do inglés Photodynamic Therapy), tem se mostrado uma alternativa como
tratamento complementar (SIQUEIRA JR et al., 2012; PASSOS, 2014). Esta terapia
prevé o uso de um corante fotoativo (fotossensibilizador) que é ativado pela exposi¢do a
luz de um comprimento de onda especifico na presenca de oxigénio.

A ativacdo do fotossensibilizador resulta em formas tdxicas de oxigénio, como
oxigénio singleto e radicais livres. Essas formas quimicas muito reativas podem danificar
proteinas, lipidios, &cidos nucléicos e outros componentes celulares (KONOPKA;
GOSLINSKI, 2007). Desse modo a utilizacdo combinada da terapia fotodinamica com o
fotossensibilizador, azul de metileno, pode apresentar eficacia no combate de bactérias e
outros microrganismos resistentes nas infeccdes endodonticas.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo é avaliar a efetividade da terapia
fotodinadmica envolvendo diferentes concentracfes de azul de metileno no tratamento de

patdgenos endodonticos.

2 METODOLOGIA

O estudo se caracteriza por um estudo experimental in vitro. O mesmo foi
realizado na Universidade do Planalto Catarinense em colaboracdo com Instituto Federal
de Santa Catarina (IFSC). A analise da efetividade antimicrobiana azul de metileno foi
conduzida utilizando a metodologia de contagem padrdo em placas de acordo com
metodologia descrita por Knorst et al. (2019).

As amostras analisadas foram distribuidas em dois subgrupos conforme descrito
a seqguir: (1) 0,005% de azul de metileno (MB 0,005%); (2) 0,01% de azul de metileno
(MB 0,01%). Onde: MB significa methylene blue, em portugués azul de metileno.

A atividade antimicrobiana dos grupos acima foi testada nos seguintes
microrganismos S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa, E. coli e E. faecalis. Para os
cultivos das células bacterianas foi elaborada uma suspensdo padronizada de 108
células.mL* de microrganismos em caldo BHI (Brain Heart Infusion) em placa a 37 °C
e todos os microrganismos foram padronizados em solucéo salina pelos parametros de

turvacdo com auxilio da escala Mcfairland, conforme descrito por Parizzi (2022).
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Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana, em uma placa de 96 pogos foram
adicionados a suspensdo microbiana e as amostras na proporcao (1:3). Em um primeiro
momento 0s microrganismos ficaram em contato com o azul de metileno durante 5
minutos (tempo de pré-irradiacdo). ApoOs este periodo as amostras foram irradiadas
(fotossensibilizadas) utilizando como fonte de luz um laser de diodo de baixa poténcia
(DMC - Therapy) com comprimento de onda de 660 nm, modo de emissdo continua,
poténcia Util do emissor em 100mW com energia de 9 joules por 90 segundos (KNORST
et al., 2019). A ponteira do laser foi localizada a uma distancia de 10mm do topo dos
pocos. Em seguida foi realizada a irradiacdo, intercalando as amostras entre 4 pogos para
dar o devido distanciamento da fonte de luz para que ndo houvesse sobreposi¢do de
irradiacdo entre as amostras (PARIZZI, 2022).

A sequir, as suspensdes tratadas (microrganismos + amostras), foram colocadas
em solugdo tampéo (107), realizadas diluicGes decimais, posteriormente semeadas em
agar Miller Hinton e incubadas a 37 °C por 48 horas. Para C. albicans foi realizada a
incubacdo em &gar Sabourad a 37 °C por 48 horas. Os resultados foram expressos por
unidade formadora de colonia (UFC), por mL (UFC.mL™Y) (PARIZZI, 2022).

Os dados obtidos foram expressos como médias e desvio padrdo das
determinac0es realizadas em triplicata. Foi realizada a analise de variancia dos resultados
e a comparacao de médias pelo Teste de ANOVA e Tukey com nivel de significancia de
5%, utilizando o programa STATISTICA 7.

3 RESULTADOS

De acordo com o presente estudo, a utilizacdo combinada da terapia fotodinamica
ao azul de metileno fotossensibilizado, mostrou-se eficaz a acdo antimicrobiana contra 0s
patdgenos E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans, realizando essa
combinagdo com azul de metileno em duas concentragdes, 0,01% e 0,005%. Frente a isso,
os resultados encontrados foram satisfatérios e os mesmos estdo apresentados na tabela
1.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana do azul de metileno fotossensibilizado contra o E.
faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans.

Amostra E. faecalis S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans

1 MBO0,01 1,6x10°1,4x10% 9,8x10*t3,5x10% 6,8x104+3,5x10%® 1,8x10%+2,4x10% 25x10%+7,1x10%

2 MBO0,005 4,9x10°+1,7x10* 6,8x10°+2,5x10% 1,3x105+2,1x10% 2,2x108+3x10% 2,5x103+7,1x10%

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) quando analisado pelo teste de Tukey na coluna.

Dentre as concentragdes aplicadas, a que melhor se destaca € a 0,005%, a qual
comparada com a concentragdo 0,01%, apresentou maior efetividade nas bactérias E.
faecalis (Gram +), S. aureus (Gram +), P. aeruginosa (Gram -). Em relacdo ao E. coli

(Gram -) e C. albicans (fungo), ndo houve diferenca no resultado entre as concentracdes.

4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos se mostraram efetivos devido ao azul de metileno, que tem
uma seletividade de alto nivel para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que
muitas vezes, é associado com a terapia fotodinamica. Além disso, € capaz de causar a
morte celular, por ser um fotossensibilizador exdgeno antropogénico, que origina
produtos de oxigenacdo e de foto oxidacdo (PARIZZI, 2022).

Em seu estudo, Sebréo et al. (2017) apontam que o azul de metileno 0,01% teve
uma resposta significativa contra o E. faecalis, mas em contrapartida quando comparado
com a Rosa Bengala, torna-se menos efetivo. As concentra¢fes recomendadas para a
Odontologia séo de 0,01% e 0, % 005 (EDUARDO et al., 2015). De acordo com Araujo
et al. (2021) quando se utiliza uma concentracdo de azul de metileno muito alta, ocorre a
alteracdo de cor do elemento dental, ou seja, 0 escurecimento da dentina intrarradicular.
O autor também relata que essas altas concentragfes ultrapassam o limiar de
aceitabilidade clinica.

E possivel relatar que os resultados foram favoraveis, onde a menor concentragéo
utilizada, de 0,005%, foi a que melhor se destacou e teve resultado positivo na acgao

antimicrobiana contra os patdgenos analisados. Ainda, existe o risco de alteracéo de cor
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do elemento dental quando comparada a de maior concentracdo, a 0,01% (ARAUJO et
al., 2021).

5 CONCLUSAO

Os resultados do estudo in vitro realizado, apontam a eficdcia do
fotossensibilizador, azul de metileno, quando associado a terapia fotodindmica contra os
patdgenos endoddnticos, E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans.

Dentre as concentracdes aplicadas os melhores resultados foram obtidos com o
azul de metileno a 0,005%, quando comparado com a concentragdo 0,01%, apresentou
maior efetividade nas bactérias E. faecalis (Gram +), S. aureus (Gram +), P. aeruginosa
(Gram -). Em relacéo ao E. coli (Gram -) e C. albicans (fungo), ndo houve diferenca no
resultado entre as concentrages.

Com base nestes resultados é possivel afirmar que a associagdo do azul de
metileno a PDT, uma terapia adjuvante local e ndo invasiva, favoravel ao tratamento
endodéntico frente a infecgbes persistentes, atua na diminuicdo da resisténcia
antimicrobiana, prometendo maior sucesso quando comparada ao tratamento
convencional, utilizando concentragdes seguras, de facil manipulacdo e acessibilidade aos
profissionais.
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