Avaliacao in vitro cEes efei
fotodmamlca sobﬁe mi i‘..%‘




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

MARCO AURELIO BENINI PASCHOAL

Avaliacéo in vitro dos efeitos da terapia fotodinamica sobre
microrganismos cariogénicos presentes na saliva de criancas

BAURU
2009



MARCO AURELIO BEN

Avaliagao in vitro dos efeitos da terapia fotodi
cariogénicos presentes na sal

BAURU
2009

INI PASCHOAL

namica sobre microrganismos
iva de criancas

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Bauru da Universidade de
Sao Paulo para obtencdo do titulo de
mestre em Odontologia.

Area de concentracdo:Odontopediatria
Orientadora: Maria Aparecida de Andrade
Moreira Machado



Paschoal, Marco Aurélio Benini
P262a Avaliacao in vitro da terapia fotodinamica sobre
microrganismos cariogénicos presentes na saliva de
criancas / Marco Aurélio Benini Paschoal. -- Bauru,
2009.
142p. : il ; 30 cm.

Dissertacdo  (Mestrado) -- Faculdade de
Odontologia de Bauru. Universidade de Sao Paulo.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Aparecida de
Andrade Moreira Machado

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a reproducédo total e/ou
parcial da dissertacao, por processos fotocopiadores ou outros meios eletronicos.

Assinatura;

Data:

Comité de Etica da FOB-USP
Protocolo n° 032/2008
Data: 10 de setembro de 2008







DADOS CURRICULARES

Mareo Aurélio Benini Paschoal

22 de dezembro de 1982
Araraquara-SP

Filiacao

2003-2006

2007-2009

Associacoes

Nascimento

Carlos Alberto Paschoal
Cecilia Regina Benini

Curso de graduacdo em
Odontologia pela Faculdade de
Odontologia de Bauru (FOB) da
Universidade de Sao Paulo

Curso de PoOs-graduacdo em
Odontopediatria, em nivel de
Mestrado, na Faculdade de
Odontologia de Bauru,
Universidade de Séo Paulo

SBPgO - Sociedade Brasileira
de Pesquisa Odontolégica

IADR — International Association
for Dental Research



DEDICATORIA

Dedico este trabalho
A minha mie,Cecilia Regina,

ae, agradeco todos os dias por Deus ter colocado a senhora

em meu caminho. Creio que coincidéncias nao existam.

Creio que as pessoas colocadas ao nosso redor sirvam para
que possamos crescer e aprender com seus erros e acertos. Sua sapiéncia,
forca, garra, determinacdo e paciéncia sdo seus ensinamentos dos quais
jamais esquecerei. Obrigado por ser este ser humano repleto de carinho,
atencdo e amor. Esta pessoa que, simplesmente, se dedica integralmente a
seus filhos, anulando-se, muitas vezes, para que possa proporcionar algo
melhor em nosso dia-a-dia. Nunca me esquecerei do dia em que sai de casa e
vocé, olhando em meus olhos disse: “Nunca se esquega: em primeiro lugar, va
ser feliz, acredito em vocé e eu sempre estarei aqui ndo importa o que houver.
Lute, lute sempre, porque o que jamais alguém ira lhe tirar € a educacéo e esse
€ 0 maior bem que posso |lhe oferecer. Te amo sempre”. Seu exemplo de vida
me fez enxergar que a vida é muito curta para ser desperdicada, que nossa
existéncia deve ser vivida ao maximo e que os bens materiais passam e que
nos todos iremos, um dia, para 0 mesmo lugar. Sendo assim, creio que, por
meio da senhora, nunca desisti de meus sonhos e que sou, assim como VOCE,
essa pessoa facil de lidar e conviver. Obrigado pelos bons e maus momentos.
Obrigado por me fazer crer que nada € por acaso e que tudo que passamos
deve ser olhado sempre pelo angulo da experiéncia para que possamos nos
tornar seres humanos melhores. Nao sei o que fiz para ser tdo amado e nao sei
se poderei um dia retribuir esse sentimento a mesma altura e na mesma
magnitude, s sei que sem vocé ponho em duvida se teria conquistado tudo o

que tenho hoje.

Meuy eterno agrat!ecimento!



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus,por me dar forca e salde para que eu pudesse levantar todos os dias e

lutar pelos meus objetivos e ideais. Enquanto crer em Ti sei que jamais

caminharei sozinho em minha jornada. Obrigado Senhor.

Ao meu pai Carlos vaerto, pela minha educacéo e por acreditar sempre em

mim e meu potencial. Desejo que vocé seja muito feliz. Obrigado por tudo que

me proporcionou.

A minha irm3 Mariana, por fazer de meus dias sempre os melhores possiveis,

por me fazer acreditar em superacéo e que podemos ser seres humanos
melhores.Obrigado pela convivéncia e paciéncia até hoje. Desejo toda a

felicidade do mundo ao seu nucleo familiar.

Ao meu av6 Carlos e Clarice (Ta’ra), que nunca mediram esforcos para me

ajudar em todos os sentidos. Obrigado por todos 0s seus ensinamentos e
creiam que grande parcela de minhas conquistas € devida a vocés. Nas horas
mais dificeis vocés sempre estavam la, nos apoiando. Sou eternamente grato a

VOCES.

Acs meus tios, tias e -primo's, gue sempre estiveram torcendo por mim em

todos os momentos e que olharam pela minha familia enquanto estive fora de

meu lar. Agradeco sempre pelo apoio e pelos conselhos.

LY

A voces, meu muito o?)rigado!



AGRADECIMENTOS

Minha estada fora de meu lar s6 pode ser agradavel e igualmente
recompensadora por essas pessoas, segunda familia para mim, serem tédo

especiais. A vocés, agradeco:

A Prefa. Dra. Maria A-paretitla de Andrade Moreira Mac‘vat’o, minha mentora e

orientadora. Agradeco todas as oportunidades oferecidas, pela confianca e
companheirismo. Conviver com alguém como a senhora me fez acreditar no
“para que pensar pequeno se podemos pensar grande”. Sempre disposta a
ajudar e fazer com que em seus orientados surja 0 sentimento investigativo e
ao mesmo tempo, cientista de ser. “Cidinha”, obrigado em primeiro lugar por
ser essa mestra e cientista que simplesmente ndo péara. Creio que faltem
pessoas assim, que lutem, que vibrem com pequenas coisas, que esmiugem,
que queiram fazer diferenca no mundo. Agradeco ao Senhor por coloca-la em
meu caminho, pois creio que, meu crescimento, tanto cientifico quanto pessoal,
€ devido em grande parte a senhora. Obrigado pelos seus ensinamentos e pela

convivéncia. Sou eternamente grato por fazer parte de minha vida!

Ao Pref. Dr. Carles Ferreira dos Santes, agradeco pela confianca desde os

primeiros anos de minha graduacdo. O dom para ensinar € para poucos € 0
senhor mostrou o quanto pode ser prazerosa esta tarefa. Cientista impar, o
senhor marcou minha vida académica com seu exemplo de dedicacdo a
ciencia e a seus alunos. Sempre em minhas épocas de duvidas e
questionamentos o senhor esteve sempre presente. Agrade¢o por sempre me
ajudar sem nunca questionar; pelos seus ensinamentos e pelo seu exemplo de

vida. Obrigado professor, por tudo.



A Prefa. Dra, Salete Moura Bonifacio da Silva, coordenadora do curso de

mestrado em Odontopediatria. Professora de extrema exceléncia e
conhecimento clinico. Agradeco a senhora pelos ensinamentos praticos, pela
paciéncia em ensinar como ser um bom odontopediatra. Creio que nossa
convivéncia foi lapidada com o tempo e que entendo e agradeco os motivos de
sua exigéncia quanto a tudo. Obrigado por todas as licées, pois s6 assim sou 0

cirurgido-dentista odontopediatra que sou hoje.

A Prefa. Dra. Daniela Rios, por sempre estar disposta a dividir seu

conhecimento e experiéncia. Sua garra, disposicao, determinacdo e educacéo
sempre serdo para mim um exemplo. Obrigado pelos ensinamentos e por
sempre confiar em meu trabalho. Creio que pelo pouco que convivemos,
academicamente, vocé pode nao acreditar, mas foi de extrema valia para mim.
Aprendi com vocé que seriedade e competéncia sdo requisitos basicos para
um cientista e que o respeito, acima de tudo, faz parte das relagcbes inter-
pessoais. Por isso, convivi com vocé aprendendo e aprendi convivendo; isso
para mim foi prazeroso, pois ensinou como a ciéncia pode ser transmitida de

um modo menos macante. “Dani” meu muito obrigado!

Ao Prof, Dr. Rus César Camargo Abdo e Pro)c. Dr. jo'sé Edvardo de Oliveira

'Lima, por serem exemplos vivos de que de nada vale o conhecimento sem

experiéncia. Estes exemplos de professores me fizeram ver que a Odontologia
€ uma ciéncia maravilhosa e que para ser um bom cirurgido-dentista é
necessario preparo e paciéncia e que isso tudo € conseguido as custas de

muito estudo e trabalho arduo.

A -profa. Dra. Thais Marchini, pessoa altamente competente e humilde.

Sempre disposta a ajudar e atenciosa. Obrigado pelo seu exemplo de vida e

determinacao. Seja muito feliz.



Ao Departamente de Ciéncias Biolégicas, Disciplina de
Mi‘crobiologia,representado pela Profa. Dra. Ana Paula Campanelli. Agradeco

por facilitar a execucdo deste trabalho e por conceder materiais e pessoal
extremamente qualificado para esta tarefa. Obrigado por sempre estar
disponivel para quaisquer duvidas e por ser esta profissional, a qual tenho
grande admiracdo. No pouco tempo que tive para executar o estudo, pude
perceber o quanto a ciéncia € maravilhosa e que pode ser revertida para a
populacdo. Agradeco por todos os alunos que prontamente se disponibilizaram
para me ajudar: Carla Sipert, exemplo de dedicacéo, seriedade e, a0 mesmo
tempo, humana e racional, sempre disposta a ensinar e solucionar diversos
problemas; Thais Gasparotto que, mesmo me conhecendo muito pouco, foi de
extrema importancia para este trabalho transmitindo-me conhecimento,
ensinando metodologias e sempre prestativa. Aos alunos Hayana, Erivam,
Ana Carolina e Tatiana que fizeram de meu cotidiano no laboratério um pouco

menos estressante, altamente produtivo e divertido.

Ao André da Sil-va, técnico do laboratorio de Microbiologia. Pessoa

extremamente competente e sempre disposta a ajudar. Seu auxilio foi de

extrema importancia para o desenvolvimento deste estudo. Muito obrigado.

A Marcia qmeﬁ, responsavel pelo Microscépio Confocal a Laser do CIP — I.

Agradeco pela obtencdo das imagens, pela disponibilidade de tempo e

simpatia. Muito obrigado.

Aos funciondrios da 'Di's-ci-phha de Odonto-petﬁatria, Fatima, Lilian, D. Lia, Estela

e Marcia. Agradeco pelo respeito, dedicacdo e companheirismo. Trabalhar com
vocés foi um prazer e, como ja disse uma vez, nosso trabalho sem voceés iria se

tornar &rduo e desgastante. Muito obrigado.



Aos Doutorandos ﬂ\iago e Agne‘s, os quais foram meus grandes conselheiros.

Agradeco sempre pela disponibilidade, por me receberem em sua casa a
qualquer horéario e por sempre estarem dispostos a me escutar. Profissionais
maravilhosos e competentes, sei que serdo muito bem sucedidos. Foi um
prazer a convivéncia com vocés e agradeco sempre a Deus por os colocarem

em meu caminho. Serei enternamente grato a vocés.

A minha turma de Mestrado, formada por Adriana, Carla, Cristiane, Jania,

Natalino e Tatiana. NGOs, nesses dois anos de convivéncia, pudemos mostrar
gue um grupo altamente heterogéneo pode conviver muito bem. Cada um com
sua experiéncia pessoal e profissional pdde acrescentar a minha vida grandes
ensinamentos. Agradeco por sempre me ajudarem e serem companheiros.
Crescemos academicamente juntos, erramos e acertamos e creio que, na
medida do possivel, fizemos um bom trabalho. Desejo toda a felicidade do

mundo a vocés e a suas familias.

Acs colegas de outras turmas, Marcelo (Estomatologia), Thais (Ortodontia),

Camila (Ortodontia), Michele (Ortodontia), Ellen (Estomatologia), Mariana
(Ortodontia), Nuria (Ortodontia), Bel (Biologia Oral), Leslie (Dentistica),
Luciana (Dentistica), Cadu (Biologia Oral), Angélica (Dentistica), Marcela
(Dentistica), Aline (Reabilitagdo Oral), Priscila (Reabilitacdo Oral), Janine
(Ortodontia), Mayara (Ortodontia) e Rachelle (Ortodontia) por tornar a
convivéncia durante o curso de Mestrado muito mais agradavel. Muito

obrigado.

Aos amigos de Arara%uara, Paulo, Ana Carolina e Mariana sempre presentes

nos momentos bons e ruins da vida. Obrigado pela paciéncia e convivéncia.



Aos ftm-cionérios da FOB—USP , que, com respeito e responsabilidade, de uma

forma ou outra ajudaram-me para que eu alcancasse mais esse degrau. Muito

obrigado.

A Universidade de S30 Paule e a2 faculdade de Odontologia de Baur,

representadas pelas pela Reitora Profa. Dra. Suelly Villela e pelo Diretor da
FOB-USP, Prof. Dr. Luiz Fernando Pegoraro por oferecer estudo de qualidade
e contribuir para a formacdo de 6timos profissionais. Sem o acolhimento e

ajuda desta Instituicdo a concretizagdo desse sonho seria inviavel.

Ao Instituto de Ffsica de S30 Carles e a0 Centro de 6Pﬁca e Fot-Gnita de S3o

Carlo's, pela concessdo do equipamento “Bio Table” e pela parceria

indispensavel para a concretizagéo deste trabalho.

Mo aixilic PROAP | pela concessdo de insumos e equipamentos para a

realizacdo do estudo.

Mo Conselhe Nacional de Desenvolvimento Cientffice e Tecnolégi-co (CNP &)

pela bolsa de estudos concedida, sem a qual seria impossivel concluir o curso

de Mestrado.



¢ A &« S K
A paciencia € amarga, mas seus )Crufos §ao doce‘s

( K.ant)



RrRESUMO



RESUMO

O surgimento de resisténcia bacteriana aos tratamentos convencionais tem
proporcionado o desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas para o
tratamento e/ou controle da carie dentéria. Nesse contexto, a utilizacdo da
terapia fotodindmica (TFD) € sugerida como alternativa para a inativacdo de
microrganismos patogénicos envolvidos na génese da céarie. O objetivo do
presente estudo foi avaliar in vitro o efeito antimicrobiano da terapia
fotodinamica (TFD) sobre trés culturas de S. mutans: uma cepa padrdo de S.
mutans (ATCC 25175) e dois isolados clinicos (43513 e 47513) oriundos da
saliva de criancas. O corante (C) azul de orto-toluidina (TBO) foi utilizado
associado a iluminacdo com LED’s (L) no comprimento de onda vermelho.
Estas suspensdes foram transferidas para placas de 96 orificios, tratadas com
quatro concentracdes de TBO (0,25; 2,5; 25 e 250 pug/mL) e expostas a quatro
dosimetrias (12; 24; 36 e 48 Jicm? constituindo o grupo C+L+ (TFD).
Suspensfes adicionais foram tratadas somente com as quatro concentracdes
de TBO (C+L-) ou apenas com as quatro dosimetrias (C-L+). Amostras néo
submetidas ao tratamento com a fonte de luz nem ao corante, constituiram a
condi¢cdo C-L- (controle positivo). Aliquotas de 100 pL de cada orificio foram
transferidas para tubos de ensaio para se verificar a presenca ou auséncia de
crescimento microbiolégico. Adicionalmente, aliquotas de 25 pL do grupo
correspondente a TFD (C+L+) foram semeadas em placas de Petri, as quais
foram incubadas a 37°C por 48 horas para posterior visualizagéo de halos de
inibicdo e/ou crescimento microbioldgico correspondente a efetividade ou
ineficiéncia da TFD, respectivamente. Com o intuito de confirmar os achados,
essas mesmas amostras foram submetidas a analise pela microscopia confocal
a laser. Os resultados demonstraram que a TFD, em determinadas condi¢des
experimentais, foi efetiva no controle do crescimento microbiologico das
espécies de S. mutans usadas neste estudo. A concentracdo minima de TBO
necessdria para a inativacao in vitro das trés culturas de S. mutans foi de 2,5
ng/mL associada & dosimetria minima de 24 J/cm? da fonte de luz LED utilizada

no estudo.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica. Streptococcus mutans. Bactéria.






ABSTRACT

In vitro evaluation of the photodynamic therapy effects on the cariogenic

microrganisms in saliva of infants

The increase of bacteria’s resistance to conventional treatment resulted in the
development of new therapeutic modalities for dental caries treatment and/or
prevention. In this field, the use of photodynamic therapy (PDT) is suggested as
an alternative for inactivation of patogenic microrganisms involved in the
etiology of tooth decay. The aim of this study was to evaluate in vitro the
antimicrobian effect of the photodynamic therapy (PDT) on bacteria
suspensions of S. mutans (ATCC 25175) and two suspensions (43513 and
47513) from infants saliva. Toluidine blue O (TBO) (D) and a red light-emmiting
diodes (LED’s) (L) were used in association. Samples were inserted into 96
well-plate and treated with four TBO concentrations (0.25; 2.5; 25 e 250 pg/mL)
and exposed to four dosimetries (12; 24; 36 e 48 J/icm?®) defining the D+L+
group (PDT). Additional samples were treated only with TBO (D+L-) or only with
red LED’s (D-L+). The treatment without dye and none red LED constituted the
D-L- condition (positive control). Aliquots from D+L+ (TFD group) were inserted
in Petri dishes, which were incubated at 37°C for 48 hours. Posterior analysis of
microbiologic growth, corresponding to PDT effectivity, was conducted. These
samples were also submitted to laser confocal microscopy analysis for
microbiologic data confirmation. The results showed PDT effectiveness for S.
mutans inactivation in particular conditions. It was demonstrated that PDT was
efficient to kill S. mutans species in the presence of the TBO at 2.5 pg/mL

(minimum concentration) associated to 24 J/cm? dosimetry.

Key-words: Photodynamic therapy. Streptococcus mutans. Bacteria.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal é colonizada por uma complexa, especifica e
altamente inter-relacionada rede de microrganismos, incluindo espécies
aerdbias e anaerdbias de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Enquanto
a grande maioria destes microrganismos convivem em equilibrio, alguns fatores
podem mudar este quadro levando a ocorréncia de doencas causadas pela
predominancia de determinadas coldénias de microrganismos identificados
como agentes etiologicos de uma variedade de doengas bucais (KONONEN,
2000; HENDERSON, 1998; MEYER; FIVES-TAYLOR, 1998).

Muitas dessas espécies microbianas estdo organizadas na forma de
biofilmes que sdo formados sobre a superficie dentaria. O acumulo desse
biofilme dentério resulta na mais prevalente doenca bucal bacteriana do
homem, a cérie dentaria (NEWMAN; WILSON, 1999).

O acumulo do biofilme dentario € um dos fatores envolvidos na génese
da céarie sendo que os microrganismos considerados agentes etiologicos, sédo
principalmente: os Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, lactobacilos
e Actynomices viscosus. Desta forma, a prevencao desta doenca esta baseada
no controle desse biofilme que se acumula na superficie do dente de modo que
a “ecologia da microbiota bucal” seja mantida. (PAULINO; RIBEIRO; THEDEI
et al., 2005).

Métodos tradicionais para o tratamento da doenca sdo o controle
mecénico e quimico. O mecéanico envolve a remoc¢édo do tecido cariado com
brocas e/ou instrumentos manuais. No entanto, esta abordagem, na realidade,
nao foca a cura, mas sim o reparo do dano causado pela carie. Sendo assim,
com o reconhecimento de que esta doenca esta associada a microrganismos
especificos, houve um crescente interesse em associar agentes
antimicrobianos como a clorexidina a dentifricios e enxaguatérios bucais e,
assim, atuar conjuntamente com a remocdo mecanica do biofilme dentério,
constituindo o controle quimico da cérie dentéria (QUIRYNEN; TEUGHELS; DE
SOETE et al., 2002; JORGENSEN; SLOTS, 2000; CAUFIELD; DASANAYAKE,
2001; LOPEZ; BERKOWITZ; SPIEKERMAN et al.,, 2002). Neste tipo de
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abordagem quimica de prevencdo e/ou tratamento, uma das grandes
preocupacdes € que a aplicacdo topica desses agentes quimicos possa gerar
problemas de resisténcia bacteriana, além de causar efeitos colaterais
indesejaveis pelo seu uso prolongado (COURVALIN, 1996; MALIK; LADAN;
LITZAN, 1992). Como a etiologia da carie dentaria é multifatorial, esses
métodos de controle ndo eliminam por completo os microrganismos.

Com o intuito de encontrar outras formas de realizar o controle
bacteriano, pesquisas sao realizadas em diferentes segmentos da ciéncia.
Nesse contexto, a terapia fotodindmica (TFD) surgiu como uma alternativa para
o tratamento e prevencédo da cérie dentaria (NAUTA; VANLEENGOED;STAR et
al., 1996).

O principio da TFD baseia-se na utilizacdo de fotossensibilizadores (FS)
ou corantes que irradiados com uma fonte de luz (laser ou diodos emissores de
luz — LED’s) de comprimento de onda especifico, sdo ativados, levando a
producdo de espécies de oxigénio altamente reativo (oxigénio singleto), as
quais as células utilizam para seu metabolismo, levando a morte bacteriana. A
luz e a droga sozinhas sdo compostos ndo-toxicos e somente as bactérias que
contém esses compostos sao afetadas pelo tratamento. Como a interacao do
oxigénio altamente reativo com as moléculas organicas ndao é especifica,
qualguer macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em potencial para a
TFD. Assim, a multiplicidade de alvos torna mais dificil para as células
desenvolverem resisténcia bacteriana, sendo essa uma das vantagens da
fotossensibilizacdo, além da morte celular (CARRE; JAYAT; GRANET et al.,
1999). Além disso, o procedimento pode ser repetido varias vezes, uma vez
gue nédo ha efeitos toxicos cumulativos e €, usualmente, ndo invasivo.

Microrganismos tais como fungos, leveduras e virus também podem ser
mortos pelo tratamento com um FS ou corante apropriado e luz, denominados
por alguns autores por inativagdo fotodinamica ("Photodynamic Inactivation™)
(GAD; ZAHRA; HASAN et al., 2004).

Ha mais de 100 anos, Raab (1900) publicou o primeiro artigo sobre
efeitos fotodindmicos de compostos quimicos (eosina e alanranjado de
acridina) sobre microrganismos. A aplicabilidade dessa técnica foi demonstrada

em bactérias, virus e protozoarios bem antes da Segunda Guerra Mundial, mas
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foi abandonada, devido a popularizacdo das sulfonamidas e da penicilina. O
retorno da aplicacdo antimicrobiana da TFD na ultima década é resultado do
crescimento das infecc6es hospitalares devido a resisténcia bacteriana aos
farmacos (WAINWRIGHT, 2002).

Estudos especificos, utilizando diferentes fontes de luz e corantes e FS
apontam para a inativacdo eficiente de espécies de microrganismos bucais,
incluindo S. mutans, S. sobrinus (WILSON; DOBSON; SARKAR, 1993;
SOUKOS; WILSON; BURNS et al.,, 1996; USACHEVA; TEICHERT; BIEL,
2001; BEVILACQUA; NICOLAU; KHOURI et al.,, 2007; BURNS; WILSON;
PEARSON, 1995); P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans e espiroquetas (LOESCHE; GROSSMAN, 2001;
SUCHETT-KAYE; MORRIER; BARSOTTI, 2001; ROVALDI; PIEVSKY; SOLEN
et al., 2000); S. salivarius, S. faecalis, S. aureus e B. subtilis (DAHL; MIDDEN;
NECKERS, 1988).

Os FS e corantes estudados para atuar na eliminagcdo dos
microrganismos pertencem a diferentes grupos de compostos, como 0s
xantenos halogenados (rosa de bengala), os fenotiazinicos (azul de toluidina e
azul de metileno), as acridinas, os conjugados de clorina (e6), os derivados
meriocianinicos e os derivados de hematoporfirinas (WAINWRIGHT, 2002;
SHARMAN; ALLEN; VAN LIER, 1999).

O foco das pesquisas in vitro que envolvem a TFD visam a eliminacéo
e/ou controle dos microrganismos causadores da carie dentaria. Nesses
estudos, héa a utilizacéo de diferentes fontes de luz (laseres de baixa poténcia e
os diodos emissores de luz — LED'’s), diferentes espécies de microrganismos,
incluindo aqueles oriundos do biofilme dentério, saliva, culturas ja isoladas e
diversos FS e corantes em concentracdes variadas (MACHADO, 2000;
KONOPKA; GOSLINSKI, 2007).

Ndo ha ainda um consenso em relacdo aos parametros a serem
empregados em pesquisas envolvendo a TFD sobre microrganismos
cariogénicos em suspensdes bacterianas, incluindo-se a dosimetria, tipos de
luz e concentragao dos corantes e/ou FS. Dessa forma, justifica-se a realizagéo
de estudos complementares para o esclarecimento desses aspectos. Sendo

assim, torna-se de fundamental importancia o desenvolvimento de estudos in
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vitro que visem uma melhor definicdo desses parametros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARIE DENTARIA

7z

A carie dentaria € um processo multifatorial de carater bacteriano
associado a dieta alimentar e continua sendo um processo infeccioso com
elevado indice de incidéncia em seres humanos. Este quadro ainda se
configura nos dias atuais a despeito do volume de pesquisas cientificas
dedicadas a este assunto e aos inumeros produtos lancados no mercado com
a finalidade de reduzir sua incidéncia (BOWEN, 2002).

O processo de desenvolvimento da carie dentaria tem sido
intensivamente estudado (HAMADA; SLADE, 1980; LOESHE, 1986; BOWEN,
2002), sendo caracterizado primariamente como uma desmineralizagcdo do
tecido dentario mais externo provocada por acidos, em especial o lactico,
produzido por meio da fermentacdo de carboidratos por microorganismos
presentes no biofilme dentario (MARSH, 1999).

O desenvolvimento da carie depende da interacdo de alguns fatores, tais
como: a resisténcia imunolégica do hospedeiro, anatomia dos dentes, a
microbiota constituinte do biofilme dentario e a dieta alimentar, modelo este
proposto por Keyes (1962). Em 1988 foi sugerida a inclusdo de um quarto fator,
o tempo, considerando que o processo de desmineralizacdo (DES) nédo é
instantaneo (NEWBRUN et a., 1988). Esses quatro fatores sdo denominados
fatores essenciais a formacao das lesbes de carie ou fatores primarios. Os
fatores secundarios estéo relacionados, principalmente, com as caracteristicas
da saliva, destacando-se a velocidade do fluxo e seus componentes (KRASSE,
1988).

A cérie dentéaria representa um significativo problema de saude e de
economia publica e individual na maioria dos paises, pois € a doenca
infecciosa cronica de maior incidéncia na espécie humana (CHAVES, 1986).

Mesmo nas muitas na¢des que conseguiram apreciavel controle dessa doenca
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em criangcas e jovens, a carie continua a ser um sério problema de saude
(CHAVES, 1986).

A incidéncia da carie dentaria em todas as faixas etarias atingiu seu
mais significativo indice no século passado, a ponto de preocupar entidades
internacionais como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Federacao
Internacional (FDI) (CHAVES, 1986).

A partir de 1969 (PEREIRA, 2003) a OMS reuniu dados oriundos de
levantamentos  epidemiologicos efetuados nos diversos paises e
periodicamente os tem publicado, dando especial atencdo ao indice CPOD
(somatéria de dentes Cariados, Perdidos e Obturados) em criangas com 12
anos de idade, que passou a ser importante referencial de saide ou patologia
dentaria. A verificacdo dos indices iniciais apresentados pelos habitantes
principalmente das zonas urbanas, mesmo de nacdes industrializadas e ja
altamente evoluidas, eram simplesmente alarmantes. Sendo assim, a OMS e a
FDI, em 1982, procuraram incentivar a ado¢do de medidas preventivas ou pelo
menos controladoras.

De acordo com o banco de dados da OMS, o Brasil manteve-se, desde
os primeiros dados de 1969 até meados da década de 1990, alinhado entre os
paises cuja populacédo, inclusive criangas com 12 anos, apresentava a mais
alta prevaléncia de carie e de dentes extraidos constatadas em todo o mundo.
O conjunto dessas observacdes, de forma insofismavel, corrobora o conceito
segundo o qual apenas a utilizacdo do classico paradigma cirargico-reparador
tem-se mostrado insuficiente para refrear as causas e 0s efeitos dessa doenca
(PEREIRA, 2003).

2.2 BIOFILME DENTARIO

Dentre os fatores primarios citados, o biofilme dentério é considerado o
principal fator etioldgico para o desenvolvimento de céaries e doencgas

periodontais. Trata-se de uma pelicula incolor, aderente e ndo mineralizada,
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composta por diversas espécies bacterianas, sustentadas por uma matriz de
proteinas salivares, polissacarideos, células descamadas, leucécitos e restos
alimentares, que se forma sobre a superficie dos dentes e tecidos gengivais em
diferentes regidoes da cavidade bucal (MARSH; BRADSHAW, 1997).

A analise quimica de amostras de biofilme dentario recolhidas de seres
humanos e animais revelou que aproximadamente 20% de sua massa seca €
composta por carboidratos (HOTZ, 1972; BOWEN et al., 1977). As células
bacterianas podem constituir 60 a 70% da massa do biofilme, o qual pode
conter de 10° a 10* microorganismos por grama (RAMBERG et al., 2003).

O processo de adesdo e/ou adsor¢cdo quimica especifica de certas
espécies bacterianas presentes na cavidade bucal a pelicula adquirida ou
pelicula salivar que reveste a superficie dos dentes € a primeira etapa de
formacdo do biofilme. A colonizacdo dos dentes ocorre em duas fases distintas
e, aparentemente, independentes (GIBBONS; NYGAARD, 1968). O inicio da
colonizagdo ocorre através de interacbes especificas de proteinas,
especialmente glicoproteinas salivares, de pelicula adquirida do esmalte, que
funcionam como receptores para proteinas presentes na parece celular
bacteriana, as adesinas. Esta primeira etapa é reversivel. O passo seguinte
esta relacionado ao acumulo de S. mutans através de seu crescimento e
producdo de glucanas extracelulares, envolvendo diferentes processos de
interacdo, coaderéncia e coagregacdo com outros microorganismos bucais
(KOLENBRANDER; LONDON, 1993).

O biofilme garante a vida da colbénia bacteriana em ambientes instaveis,
por proporcionar uma série de vantagens, tais como melhor comunicagéo entre
as células por estabelecer continuidade entre elas, facilitacdo das reacdes
bioquimicas, melhor proliferacdo e acesso a recursos que nao poderiam ser
utilizados por células isoladas, além da defesa coletiva contra fatores
antagbnicos. Mas ao contrdrio do que se possa supor, a colonizacdo
microbiana dos dentes pode ser benéfica, na medida em que contribui para a
defesa da cavidade bucal contra a instalacdo de microrganismos patogénicos,
por meio de mecanismos de competicdo. A microbiota residente no biofilme
dentario € uma comunidade relativamente estavel com alta diversidade de

espécies que podem variar de um lugar para o outro, coexistindo atraves de
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interacBes metabdlicas altamente relacionadas (VAN DER HOEVEN; CAMP,
1994; SMITH; PIPPIN, 1998). Todavia, para permanecerem na cavidade bucal,
as espécies bacterianas devem estar aptas a tolerar flutuacdes bruscas e
substanciais do meio em que vivem, sobretudo no que diz respeito ao pH e aos
nutrientes disponiveis (LEMOS et al., 2005).

Os biofilmes dentarios sdo formados quando microorganismos
unicelulares se tornam irreversivelmente aderidos a uma superficie sélida e
envolvida por uma matriz de polissacarideos extracelulares, podendo haver a
formacdo de biofilmes a partir de uma ou mdltiplas espécies bacterianas (MAH,;
O’'TOOLE, 2001; SPRATT; PRATTEN, 2003).

No biofilme existe um equilibrio dindmico. A lesdo de cérie ocorre
quando o equilibrio do processo fisico-quimico, de desmineralizacéo-
remineralizacdo (DES/RE), é quebrado, ou seja, quando a composicdo e as
atividades metabdlicas desta complexa comunidade que o compdem s&o
modificadas (BURNE, 1998). Assim, no processo dinamico de formacéo do
biofilme dentério potencialmente cariogénico, uma comunidade microbiana,
composta por um patégeno predominante, interage com o hospedeiro,
dividindo espaco e recursos disponiveis com outros microrganismos
oportunistas.

As bactérias metabolicamente ativas que colonizam o biofilme dentério,
consumindo carboidratos fermentaveis, causam variagcdes no pH do meio, que
podem culminar com a desmineralizacdo (DES) do esmalte dentario, e assim,
as lesdes de cérie resultam da interacdo entre as bactérias fermentadoras de
carboidratos que colonizam a superficie dos dentes com os constituintes da
dieta alimentar, sobretudo a sacarose. Portanto, o desenvolvimento do biofilme
dentario é a primeira evidéncia clinica desta interacdo (VACCA-SMITH et al.,
1996; MANJI et al., 1991).
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2.3 ESTREPTOCOCOS DO GRUPO MUTANS E INFECTIVIDADE

A literatura evidencia dados consistentes de que o estreptococos do
grupo mutans, de bactérias gram-positivas, S8o 0s microrganismos especificos
sempre presentes no biofiime dentario potencialmente cariogénico,
desempenhando papel-chave na patogénese da carie em humanos (LOESHE,
1986; LI; BURNE, 2001).

Segundo Samaranayke et al. (1996), as evidéncias do papel
Streptococcus mutans com a carie dentéria incluem algumas caracteristicas,
tais como: a existéncia de correlacdo entre contagem de S. mutans na saliva e
no biofilme bacteriano com a prevaléncia e a incidéncia da cérie, o isolamento
freqlente de S. mutans de superficies dentarias antes do inicio das lesdes de
carie, producdo de polissacarideos extracelulares a partir da sacarose pela
maioria das cepas isoladas, e que podem atuar como reserva de carboidratos
para suprir 0 metabolismo bacteriano, metabolizacdo rapida de acUcares
produzindo acido latico e outros acidos organicos, habilidade de atingir valores
de pH considerados criticos para a DES do esmalte, mais rapidamente que
outras bactérias do biofilme dentario e a habilidade em manter o crescimento e
continuar a produzir &cidos em baixos valores de pH.

O periodo de aquisicdo dos estreptococos do grupo mutans é um dos
fatores chave para melhor entendimento da evolucédo e do desenvolvimento do
processo da cérie, pois quanto mais precocemente a cavidade bucal da crianca
for colonizada por este microrganismo, maior a probabilidade de
desenvolvimento da doenca (KOHLER; BRATHALL, 1978; ALALUUSA;
RENKONEN, 1983).

Nos primeiro anos de vida, os estreptococos do grupo mutans podem
ser ou nao detectados ou estar provisoriamente presentes na boca criancas em
idade precoce (CARLSSON et al.,, 1970; BERKOWITZ; JORDAN; WHITE,
1975; MASUDA et al., 1979; ALALUUSUA; RENKONEN, 1983; FUJIWARA et
al., 1991). Inicialmente, as criangas abrigam baixos niveis de S. mutans no
biofilme dentario e a colonizacdo é transitéria (MASUDA et al., 1979; DAVEY;
ROGERS, 1984; ALALUUSUA, 1996). Ha varios relatos demonstrando que o
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namero de criancas infectadas com S. mutans aumenta com a idade
(BERKOWITZ; TURNER; GREEN, 1981; BRETZ et al., 2003; CATALANOTTO;
SHKLAIR; KEENE, 1975; KOHLER; BRATTALL; KRASSE, 1983; THORILD;
LINDAU-JONSON; TWETMAN, 2002) face ao aumento da exposicado a novas
fontes de infeccdo e mudancas nas condi¢cdes bucais, tais como, aumento do
namero de areas retentivas e mudancas nos héabitos alimentares (aumento do
consumo de sacarose).

Dessa forma, considerando-se que a carie dentaria € um processo
infeccioso com elevado indice de incidéncia em seres humanos, justifica-se o
uso de terapias para diminuir ou eliminar os microrganismos responsaveis pela

progresséo da doenga.

2.5 MEDIDAS PREVENTIVAS NO CONTROLE BACTERIANO

Tendo em vista que a dieta humana na sociedade moderna é
constituida, freqientemente, por altas proporcbes de carboidratos
fermentaveis, os métodos para prevencdo e controle da cérie dentaria estao
orientados, seja diretamente ou indiretamente, a modificacdo da atividade do
biofilme dentario para estados compativeis com saude. Partindo-se deste
conhecimento prévio, o estabelecimento de medidas que se interponham a
qualguer uma das propriedades fisiologicas de bactérias potencialmente
cariogénicas podem resultar na prevencao da carie dentaria (FEJERSKOV;
KIDD, 2005).

A prevencao e o controle na formagdo do biofilme bacteriano € a medida
mais importante para se manter a saude gengival e a dentaria. Estudos
realizados por Axelsson, Lindhe e Wasebi (1976) demonstraram que a
escovacao e o uso do fio dental para remocédo mecanica do biofilme € um meio
seguro e eficaz, quando realizados regularmente. Porém, muitos trabalhos tém
mostrado dificuldade de reduzir o S. mutans de fissuras e das superficies

proximais dos dentes apenas com o0 uso desses mecanismos, desta forma o
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uso de agentes quimicos como coadjuvantes da higieniza¢do bucal podem ser
necessarios para o controle eficaz do biofilme, agindo de diferentes formas. Os
agentes quimicos agem interferindo na adesdo bacteriana a superficie do
dente, prevenindo a proliferacdo microbiana e removendo o biofilme pré-
existente, ou ainda, alterando a sintese de polissacarideos extracelulares
insoliveis que é um mecanismo particularmente importante na aderéncia
bacteriana (RIBEIRO; BUSSADOR, 2000).

O anti-séptico considerado ideal € aquele que apresenta alta
substantividade, ou seja, persisténcia de acdo, manutencdo da atividade
antimicrobiana, especificidade e auséncia de efeitos colaterais. Os agentes
anti-sépticos incluem os grupos de antibidticos, enzimas, bisbiguanidas,
compostos de amonio quaternarios, fendis e 6leos essenciais, sais de metais,
agentes oxidantes, e produtos naturais (MORETTI, 2004). Dentre os agentes
microbianos sintéticos utilizados temos: compostos fendlicos como o timol e o
triclosan, que agem alterando a permeabilidade celular, levando a morte dos
microorganismos e desnaturacdo protéica e 0s compostos catidnicos, dentre
eles o cloreto de cetilperidineo, além da clorexidina, que interferem na adeséo
bacteriana e provocam o rompimento da parede e membrana celulares
bacterianas (SIMIONATO; IMPARATO; ODA, 2005).

O agente antimicrobiano mais eficaz usado no controle da carie dentaria
€ a clorexidina, uma bisbiguanida catiénica A clorexidina € um composto
quimico, sintetizado em laboratério desde 1954, que apresenta uma molécula
simétrica, consistindo de dois anéis 4-clorofenil e dois grupos biguanida
conectados por uma cadeia de hexametileno central (ALMEIDA; BASTOS,
2001).

A apresentacdo na forma de bochecho € aceita tanto pela Foods and
Drug Administration (FDA) como pela American Dental Association (ADA) para
a reducdo da inflamacdo gengival, sendo este 0 enxaguatério antibacteriano
mais estudado (CARRANZA; NEWMAN, 1997).

Esta bem demonstrado que a clorexidina inibe a formacédo de biofime
dentério quando aplicada duas vezes ao dia sob a forma de bochecho em uma
concentracdo de 0,2%. Foi comprovado que ela reduz a incidéncia de caries

em animais e humanos e apresenta amplo espectro antimicrobiano (ROSA;
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ROCHA, 1993; MATHIJS; ADRIAEMS, 2002; SEKINO et al., 2004;
FEJERSKOV; KIDD, 2005), com efeito pronunciado sobre bactérias gram-
positivas e gram-negativas, fungos e alguns virus (SEKINO; RAMBERG; UZEL
et al., 2004). E também capaz de inibir, por algumas horas ap0s aplicacdo a
formacdo de acidos no biofilme ja estabelecido. Poucos agentes
antimicrobianos possuem um efeito semelhante no biofilme dentario. Tudo
indica que a caracteristica especial que Ihe permite ser tdo eficiente é a
capacidade que esse composto possui de se reter na cavidade bucal por
muitas horas ap0s o bochecho. A clorexidina ainda tem alta afinidade pela
hidroxiapatita, de modo que foi sugerido que este mecanismo de combinacao
poderia explicar os seus efeitos clinicos prolongados, além do que a mucosa
oral € a regido do organismo humano de maior retencdo da droga, e a sua
lenta liberacdo, mais do que a absorcdo inicial, é o fator essencial para seu
efeito prolongado (TWETMAN, 2004). Em concentracdes relativamente altas,
podera controlar o metabolismo das bactérias remanescentes. No espaco de
tempo entre os bochechos, o forte efeito inicial bactericida parece converter-se
numa acao bacteriostatica, inibindo a formacdo de acidos no biofilme por
algumas horas apos este. Além disso, a cada aplicacdo subsequente de
clorexidina o nivel de S. mutans reduz significativamente (PIOVANO;
MARCANTONIO; DONO et al. 2005). Porém, apesar de eficiente no combate a
carie dentaria, apresenta efeitos adversos, causando o aparecimento de
manchas marrons na superficie dentéaria, além de proporcionar gosto metélico
na boca, provocar nauseas e vOmitos, dores abdominais, hipersalivacéo,
dessensibilizacdo das papilas gustativas e consequente perda do paladar
(HILDEBRANDT, 1992).

Embora as industrias farmacéuticas e quimicas tenham produzido nas
dltimas décadas uma variedade de agentes anti-sépticos e antibidticos de
forma a complementar a terapia mecéanica de controle do biofilme dentario cada
vez mais tem sido observado um aumento da resisténcia bacteriana (selecéo
de espécies resistentes) a essas drogas usadas para fins terapéuticos
(WILSON; BURNS; PRATTEN,1996). Nesse sentido, a terapia fotodinamica

surge como um tratamento alternativo ao uso de agentes antimicrobianos
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tradicionais na prevencdo da carie dentaria (WILSON; BURNS; PRATTEN,
1996; GAD et al., 2004; ZEINA et al., 2002).

2.6 ACAO ANTIMICROBIANA DA TERAPIA FOTODINAMICA

O descobrimento do antibiético trouxe uma grande contribuicdo para o
controle das patologias mediadas por bactérias, pois durante décadas foram
efetivos no tratamento de muitas doencas. Contudo, com o passar do tempo,
devido a excessiva prescricdo desses medicamentos, a sua difundida adicédo a
alimentos e outros agentes, a freqlente transmissdo de microorganismos face
a expansdo da pobreza entre as populagdes nos paises do terceiro mundo,
assim como a grande variedade de mecanismos adotados pelas células no
sentido de aumentar sua resisténcia aos desafios externos, houve um
crescente aumento da resisténcia dos microorganismos a este tipo de
medicamento. Sendo assim, atualmente muitos dos agentes antibidticos
prescritos com freqiéncia ndo apresentam grande efetividade (MAISCH et al.,
2005) e isto tem preocupado profissionais e pesquisadores da area de saude.

E evidente que houve a necessidade do desenvolvimento de novas e
eficazes abordagens no combate a doencas microbianas. Estudos recentes
suportam a hipétese de que a terapia fotodindmica (TFD) possa representar
uma alternativa viavel para este fim. Esta terapia representa um tratamento
antibacteriano, antifungico, e antiviral alternativo para organismos que s&o
resistentes as drogas (GAD; ZAHRA; HASAN et al, 2004; ZEINA,
GREENMAN; CORREY et al., 2002; DEMIDOVA, HAMBLIN, 2005).

A TFD baseia-se na administracdo topica ou sistémica de um corante ou
FS nao téxico sensivel a luz seguida da irradiacdo em baixas doses com luz
visivel de comprimento de onda adequado. Na presenca de oxigénio
encontrado nas células, o FS pode reagir com moléculas na sua vizinhanga por

transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producdo de radicais livres
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(reacdo do tipo 1) ou por transferéncia de energia ao oxigénio (reacdo do tipo
I), levando a producédo de oxigénio singleto. Ambos os caminhos podem levar
a morte celular. O oxigénio singleto reage com quase todos 0s componentes
celulares uma vez que os compostos organicos insaturados sao, de forma
geral, susceptiveis a acdo do oxigénio singleto. Como a primeira barreira para
este elemento é a membrana celular e esta contém lipideos insaturados que
podem ser danificados, ocorre a inativagédo bacteriana (HOPPER, 2000; BIEL,
2002). Os hidroperéxidos resultantes podem levar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) através de reacles cataliticas. Uma vez que a
reatividade das ROS com moléculas organicas ndo € especifica, qualquer
macromolécula dentro da célula pode ser um alvo em potencial para a TFD.
Com essa multiplicidade de alvos torna mais dificil para as células
desenvolverem resisténcia celular, sendo esta uma das principais vantagens da
fotosssensibilizacido (CARRE et al., 1999).

Estudos da década de 90 (WILSON; DOBSON; SARKAR; 1993;
WILSON; DOBSON; HARVEY; 1992; WAINWRIGHT, 1998) mostravam que
um grande numero de bactérias bucais, incluindo-se as periodontopatogénicas
e as cariogénicas eram susceptiveis a essa terapia. Assim sendo, adaptou-se a
utilizacdo desta técnica, empregada inicialmente, a pacientes oncolégicos para
o0 combate a bactérias bucais.

Em Odontologia, essa ferramenta torna-se de importante valor, pois ja
foram identificadas cerca de mil diferentes espécies de microorganismos na
cavidade bucal de seres humanos. Dentre esses microorganismos, ha aqueles
que sao patogénicos e relacionados as principais doencas estudadas na area,

como a carie dentéaria e a doenca periodontal.

2.6.1 Estudo da terapia fotodinamica (TFD) em bactérias bucais

Os primeiros trabalhos utilizando a TFD sobre bactérias bucais foram
realizados por Wilson, Dobson e Harvey (1992). Neste momento, o maior
interesse dos autores era descobrir compostos quimicos que pudessem ser
efetivamente utilizados como FS na terapia fotodinamica. Nesse estudo foram

testados 27 compostos e 16 deles tinham capacidade de eliminar o S.



Revisao de Literatura 61

sanguinis quando associados a um laser HeNe. Os mais efetivos foram o azul
de orto-toluidina (TBO), azul de metileno, aluminio dissulfonado fitalocianino
(AlIPcS;), o cristal de violeta e dihematoporfirina éster (DHE). No mesmo
estudo, TBO e azul de metileno mostraram-se eficazes na reducdo de P.
gingivalis, F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans in vitro. Para todas as
situacoes, a utilizagdo do corante sem a agdo concomitante da luz laser nao
surtiu efeito significativo sobre a viabilidade dos microorganismos testados.

A acao antimicrobiana da TFD sobre bactérias cariogénicas foi testada
por Burns, Wilson e Pearson (1993). Para isso, 0os autores realizaram dois
experimentos distintos, nos quais um aparelho de laser hélio-ne6nio (He-Ne) foi
associado ao corante azul de toluidina. O corante foi adicionado a suspensdes
celulares de S. sobrinus, S. mutans, L. casei e A. viscosus, utilizando-se
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/L. Uma aliqguota de 1 mL da cada
suspensao bacteriana foi transferida para placas de Petri e diferentes areas de
cada placa foram expostas a luz laser durante os tempos de 15 a 300
segundos. Para o segundo experimento, 100 yL de cada suspenséo bacteriana
foram transferidos para orificios de uma placa de microtitulagdo, juntamente
com o mesmo volume do corante em varias concentracfes, e em seguida a
placa foi exposta ao laser. Os resultados obtidos nos dois experimentos
demonstraram que a inativacdo dos microrganismos ocorreu de forma
dependente dose X concentracdo. Para o primeiro teste, foram observadas
zonas de inibicdo nas placas de S. mutans, S. sobrinus e A. viscosus apos 15
segundos de exposicdo ao laser e o L. casei apos 45 segundos, quando a
concentracdo do corante foi de 100 mg/L. A utilizagdo de concentracdes
menores do corante necessitou de maiores tempos de iluminagdo para que
fosse conseguida a inativacdo das quatro bactérias testadas. Seguindo esse
mesmo raciocinio, para o segundo experimento, os resultados demonstraram
significativa redugdo nos valores de UFC/mL de todos os microrganismos
testados apos a exposicdo por 60 segundos ao laser (33,6 J/cm?), quando o
corante foi utilizado na concentracdo de 50mg/L. Entretanto, esta concentracéo
do agente mostrou-se téxica as células microbianas do S. mutans e S.
sobrinus, na auséncia de luz. A exposi¢ao ao laser sem a presenga do corante

nao afetou significantemente a viabilidade das bactérias testadas.
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Para corroborar com os achados em culturas planctbnicas e ainda
verificar possiveis efeitos deletérios da TFD sobre células de mucosa bucal de
humanos, Soukos, Wilson e Burns (1996) avaliaram os efeitos fotodinamicos
sobre amostras de S. sanguis e culturas celulares de fibroblastos e
queratindécitos. Para isto, utilizaram como fonte de luz o laser de HeNe (7,3
mW, 638 nm) variando o tempo de exposi¢cdo por 1 a 2 minutos, 0 que resulta
numa exposi¢ao a poténcias de 438 mJ a 876 mJ, respectivamente e o corante
azul de toluidina a 2,5 pg/mL e 5 pg/mL. O microrganismo selecionado cresceu
em ambiente anaerébio por 16 horas no meio de cultura TSB. Os corantes
foram adicionados as culturas de S. sanguis, sendo adicionado meio de cultura
aos grupos controle. O tempo de pré-irradiacdo (tempo de contato entre o
corante e a cultura) foi determinado em 5 minutos. Aliquotas de 1 mL da
suspensao bacteriana foram transferidos para placas de Petri e cultivados por
uma hora sob a temperatura de 37°C e foram inoculadas em caldo de tryptone
soya agar (TSA). Diferentes areas da placa, em duplicata, foram irradiadas
variando o tempo entre 60 a 120 segundos. Depois da incubacgao por 24 horas,
os discos foram examinados para verificacdo de zonas de inibicdo de
crescimento e entdo reencubadas por 48 horas e avaliadas quanto ao
crescimento dessas zonas. Os resultados mostraram que as culturas do
microorganismo foram eliminadas apds exposi¢do ao laser pelo tempo de 75
segundos (547 mJ, 42,1J/cm?) na concentracdo do corante em 2,5 pg/mL.
Partindo-se desses parametros, as culturas de fibroblastos e queratinécitos
foram submetidas aos parametros. Os resultados demonstraram gue nao
houve morte celular quando da aplicacdo do mesmo protocolo e, ainda mais, a
viabilidade foi averiguada quando as células foram submetidas a irradiacdes de
até 2 minutos. Nem o corante e nem a luz laser quando aplicados
isoladamente, tiveram efeitos detectaveis quanto a variavel crescimento. Estes
resultados foram animadores e sdo indicadores da seguranca e a eficacia da
terapia.

Wainwright (1998) teve por objetivo, por meio da revisdo da literatura,
apresentar uma vasta gama de FS e corantes disponiveis, além de discorrer
sobre o termo PACT (Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy). Segundo o

autor, os derivados de hematoporfirina sdo os mais utilizados na TFD do
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cancer e sdo classificados como FS de primeira geracdo. Os FS
correspondentes produzidos na Alemanha e RuUssia sdo, respectivamente,
Photosan® e Photogem®. Os derivados da hematoporfirina sdo formados pela
combinacdo de FS derivados do sangue e foram 0s primeiros agentes a
receber autorizacdo para uso para aplicacdo clinica da TFD. Consideracdes
quanto as ftalocianinas também foram feitas. O autor afirma que embora elas
também sejam consideradas como derivadas de porfirinas, seu carater
aromatico grandemente aumentado explica a absor¢cdo mais intensa desses
compostos no infravermelho proximo comparada aquela dos nucleos de
porfirina originais. Como um FS, as ftalocianinas fornecem alto rendimento de
producdo de oxigénio singleto. Os corantes fenotiazinicos exibem intensa
absorcdo de 600-660 nm, regido do espectro util em TFD por estar na janela
terapéutica requerida para eficiente penetracdo da luz nos tecidos. Azul de
metileno e azul de toluidina sdo seus exemplos mais marcantes e eficazes. O
autor ainda faz consideracdes quanto aos parametros que devem ser levados
em consideracdo para a utilizagcdo de agentes fototerapéuticos, tais como,
solubilidade, estabilidade em solu¢do aquosa, habilidade para transporte ativo
ou passivo, alto rendimento quéantico, biocompatibilidade (toxicidade baixa ou
nula aos tecidos vizinhos), eficiéncia na geracdo de oxigénio singleto e
capacidade de penetracdo na membrana celular. Em relacdo as fontes de luz
empregadas as mais utilizadas sdao em geral, os laseres. Contudo, ele
descreve que as melhores fontes de luz sdo aquelas que a um baixo custo,
fornecam a maior quantidade de luz possivel no maximo de absor¢cdo do
fotossensibizador, sem efeitos térmicos significativos. Uma opc¢ao viavel é o
diodo emissor de luz (LED). Existem atualmente laseres diodo cobrindo
praticamente todo o espectro visivel e infravermelho préximo, podendo, dessa
forma, atender boa parte dos agentes fototerapéuticos ja existentes no
mercado.

Em suspensdes planctbnicas, a chance de sucesso da TFD € bem maior
quando comparada a bactérias organizadas em biofilmes, devido a reduzida
susceptibilidade a agentes antimicrobianos (WILLIANS et al., 2003). Partindo-
se deste principio e sabendo-se que grande parte das espécies de

microrganismos presentes na cavidade bucal encontra-se organizada na forma
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de biofilmes, o foco das pesquisas em anos posteriores foi avaliar os efeitos da
terapia fotodindmica sobre biofilmes dentarios (WOOD et al., 1999).

Foi observado que bactérias inseridas nos biofilmes passam a exibir
caracteristicas fenotipicas distintas das culturas planctonicas, resultando no
aumento da resisténcia dos biofiimes aos agentes antimicrobianos (MAH;
O’'TOOLE, 2001; PRATTEN; WILSON, 1999).

Wood et al. (1999) propuseram-se a avaliar o fator resisténcia bacteriana
ao perceberem distintos comportamentos em culturas planctoénicas bacterianas
e organizadas em biofiimes. Sendo assim, tornou-se objetivo do trabalho,
avaliar possiveis efeitos letais da TFD sobre biofilmes bucais formados in situ.
Para isso, utilizaram como FS o zinco piridinio (II) (PPC), uma ftalocianina
sintetizada no Centro de Fotobiologia e Terapia Fotodindmica da Universidade
de Leeds. Oito voluntarios foram selecionados e, em seus molares superiores
antagonicos, em cada um foram fixados um dispositivo formado com anéis de
nylon e tendo a base formada por esmalte, com o intuito de acumular biofilme
bacteriano. Foram fixados dois dispositivos com o intuito de um ser utilizado
para a aplicacdo da TFD e o outro servir como controle. Estes dispositivos
foram aderidos as superficies dentarias por meio de sistema adesivo e resina
composta fotopolimerizavel. Estes dispositivos ficaram na cavidade bucal
durante sete dias, sendo apos isso, removidos e colocados em solugéo estéril a
um pH de 8,0. Logo apos a retirada, a solucéo (biofilme + solucéo estéril) foi
incubada com PPC a uma concentracdo de 20 pg/mL. Os dispositivos foram
lavados 3 vezes com solucdo estéril, tomando-se cuidado para ndo romper o
biofilme e entdo foram irradiados por 30 minutos utilizando uma luz branca de
um filamento de tungsténio de 400 W de poténcia com dosimetria de 22,5
mW/cm® num comprimento de onda numa faixa de 600 a 700nm
(correspondendo a regido de maxima absor¢do do corante). As amostras
controle também foram expostas a luz e a droga isoladamente. Todas as
amostras, apos o procedimento da TFD, foram analisadas por microscopia
confocal e por microscopia eletrénica de transmissao (MET). Os resultados
mostraram que as bactérias no biofilme, apds a TFD, apresentaram vacuolacdo
do citoplasma e danos a membrana celular, sendo estes acontecimentos

claramente vistos pelos métodos empregados.
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O objetivo do estudo de Rovaldi et al. (2000) foi testar um novo derivado
de porfirina que apresenta largo espectro de acao, tanto contra bactérias gram
positivas quanto negativas (ce6 — 5K). Para a pesquisa, 0s autores fizeram uso
de culturas ATCC de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, B. forsythus, C.
rectus, E. corrodens, F. nucleatum polymorphum, A. viscosus, e estreptococos.
A fonte de luz utilizada foi um laser diodo (10 mW, 662 nm, 15 J/cm?) e o FS
(clorina ce6 — 5K) foi utilizado nas concentracdes: 0, 0,16, 0,31, 0,63, 1,25, 2,5
e 5 uM. Todas cresceram atingindo niveis de 10’ UFC/mL. O agente
fotossensibilizador foi adicionado a 1mL da suspensdo bacteriana durante 2
minutos. Apoés isso, 200 L da suspensao foram transferidos para uma placa
contendo 48 pogos para o procedimento da TFD. As amostras foram expostas
durante 150 segundos e a taxa de fluéncia foi de 100mW/cm?. Apés incubacéo,
as células foram contadas por meio de unidades formadoras de colénia (UFC).
Os autores concluiram que houve consideravel morte celular quando as
culturas foram submetidas a maiores concentracbes do FS (5 pM) e
submetidas a menores tempos de exposi¢ao (19 s).

A comparacao dos efeitos fotodinamicos de dois corantes foi avaliada no
estudo conduzido por Usacheva; Teichert; Biel et al. (2001). Os autores
verificaram a susceptibilidade de microrganismos gram positivos e gram
negativos cultivados em culturas planctonicas por meio da utilizacdo do azul de
metileno e azul de toluidina. Suspensdes celulares contendo 50 pL de S.
aureus, S. pneumoniae, E. faecalis, H. influenzae, E. coli e P. aeruginosa foram
pipetadas em placas de Petri com meio de cultura especificos e realizada a
contagem inicial para a realizagdo dos experimentos. A fotossensibilizagao das
amostras foi realizada com diferentes concentracdes dos corantes (10 — 200
uM), sendo utilizado o laser de argbnio e um laser diodo, emitindo luz vermelha
a 630 e 664 nm, respectivamente. Todas as amostras foram submetidas a
incubagé@o por uma hora em ambiente escuro, com diferentes concentragdes
dos corantes, com o intuito de se verificar efeitos citotoxicos aos
microrganismos, apos esse procedimento, as amostras foram irradiadas pelas
fontes de luz, sendo novamente modificadas as concentracdes dos FS. ApGs o
tratamento fotodindmico, as suspensfes foram diluidas e aliquotas de 0.5 mL

foram utilizadas para semear a superficie de agar sangue. As placas de Petri
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foram incubadas por 24 horas a 37°C quando foi feita nova contagem de
UFC/mL. Os autores durante a TFD, num primeiro momento, fixaram a
intensidade de luz, mas a fluéncia variou de 10 a 60 J/cm?. Num segundo
momento, a fluéncia foi fixada, contudo a intensidade variou de 50 a 100
mW/cm?. Os resultados demonstraram que todas as suspensées expostas a
luz laser na presenca dos corantes foram erradicadas. Além disso, resultados
significativos de fotodegradacdo foram observados quando do aumento da
fluéncia e intensidade. Assim, o grau de dano fotodinamico foi dependente do
corante utilizado, a sua concentracédo, a fluéncia/ intensidade da luz laser e do
género bacteriano. Especial atencéo foi dada ao azul de toluidina, devido a sua
maior atividade fotobactericida por apresentar comportamento hidrofébico mais
pronunciado, o que facilita sua entrada na membrana bacteriana, maior efeito
citotoxico as bactérias no periodo de incubacédo no escuro, devido a sua a alta
capacidade em formar dimeros, 0s quais sao responsaveis pelo efeito
fotodestrutivo e a sua concentracdo minima para se atingir a fase de “plat6”
(indicacdo da eficacia fotobactericida) variou de 1,5 a 7 vezes menor ao se
comparar com os resultados do azul de metileno.

Uma das maiores preocupacdes dos pesquisadores em terapia
fotodindmica é causar injurias aos tecidos adjacentes a aplicacdo da terapia.
Com o intuito de se verificar uma possivel extrapolacao dessa técnica na
clinica, Kémerik et al. (2002), propuseram-se a avaliar a validade da terapia em
mucosa bucal de ratos, os quais apresentavam uma doenca infecciosa
mediada por bactérias. Utilizaram, para tal fim, o corante azul de toluidina em
diferentes concentracdes (25, 50 e 200 pg/mL) e um laser vermelho (6mm de
diametro, 633 nm) variando-se sua dosimetria (110,170 e 340 J/cm?) em
somente um lado. Para o lado controle, foram utilizados, independentemente,
200 ug/mL do corante e uma dosimetria de 340 J/cm? do laser. Todos os ratos
foram sacrificados e, apés 72 horas, foram obtidas amostras para se realizar o
exame histolégico e a imagem digital por fluorescéncia. Verificaram a auséncia
de mudancas inflamatorias ou necréticas para ambos os lados, concluindo que,
nos parametros utilizados, a TFD parece ser uma abordagem segura para o
tratamento de infec¢des bucais sem danos aos tecidos adjacentes.
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No ano de 2004, Hamblin e Hasan discorreram sobre a eficacia da TFD
como uma nova terapia antimicrobiana na forma de uma revisédo de literatura,
Neste trabalho, os autores discorrem sobre a susceptibilidade das bactérias
gram positivas ao processo fotodindmico e a dificuldade em se erradicar
culturas formadas por bactérias gram-negativas. Além disso, discute o0s
principais FS utilizados na TFD e até novos compostos, 0os quais facilitaram a
entrada dos FS nas bactérias gram-negativas, como € o caso do PMBN
(polycationic peptide polimyxin B nonapeptide). Fizeram referéncias aos
mecanismos de danos celulares causados as bactérias, a susceptibilidade e
resisténcia daquelas frente a terapia, a técnica em modelos animais e
aplicacbes clinicas. Os autores concluem que a TFD podera, num futuro
proximo, ser largamente utilizada em infec¢cdes microbianas localizadas, em
feridas infectadas, infec¢Bes cutaneas, apos remocdes de abscessos, a fim de
se certificar de total eliminacdo dos microrganismos, no combate a sinusites
agudas e crbnicas, em doencas periodontais, injetando-se o FS diretamente na
bolsa infectada e em infec¢des corneas. Eles atentam para o fato desta terapia
ser de alto impacto na sociedade, devido a tornar-se uma alternativa viavel que
nao gera resisténcia no hospedeiro e, além disso, poder ser aplicada inUmeras
vezes.

No mesmo ano, um estudo de Wilson (2004) viria a confirmar as
vantagens da TFD em bactérias cariogénicas, periodontopatogénicas e na
desinfeccdo de canais radiculares. Quanto as primeiras, o autor simulou uma
lesdo de cérie em amostras de dentina, a qual estava envolvida por biofilme
dentario altamente cariogénico. Neste meio, tratou o biofilme com azul de
toluidina numa concentracédo de 13 pg/mL em associacao a uma luz laser (632
nm, 4.8 J) atingindo uma reducédo de 9 logip na contagem de células viaveis.
Numa segunda fase, simulou novamente lesdes de carie, e submeteu os
espécimes a 10 pg/mL durante 60 segundos e entdo as irradiou com 0s
mesmos parametros da luz anterior. Como resultado, obteve uma taxa de
reducdo bacteriana atingindo quase os 99%. A conclusdo a que chegaram é
que, caso fosse extrapolado para a rotina clinica, somente a dentina infectada
seria removida, preservando muito mais tecido sadio, além de gerar uma

desinfeccdo da area, diminuindo as chances de recidivas de carie,
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apresentando-se um procedimento muito menos traumatico ao paciente e mais
rapido ao cirurgido-dentista.

A utilizacdo de um novo FS — rosa de bengala (derivado de um xanteno)
— foi utilizado no estudo de Paulino et al. (2005) com o intuito de inviabilizar
culturas de S. mutans. Na pesquisa, a fonte de luz utilizada foi um
fotopolimerizador odontolégico (400 — 500 nm, 350 — 500 mJ/cm?) e o FS
utilizado em diferentes concentracdes (0,01 — 10 uM). A banda de absor¢éao do
agente € considerada coincidente com a emissdo do espectro do
fotopolimerizador, sugerindo que a fonte de luz pode fotoativar o corante,
formando espécies reativas com eficiéncia. Em concentra¢cdes do corante a
0,5 UM, associadas a irradiacdo com intensidade de 325,1 mJ/cm? (30 s), os
resultados mostraram 100% de morte bacteriana, enquanto que para as
amostras irradiadas na auséncia do corante, a viabilidade celular ndo foi
afetada. Para se determinar a efetividade da TFD, os autores incubaram,
previamente a este procedimento, o corante (0,5 uM) as culturas por 10
minutos. A mortalidade celular foi dose dependente da dosimetria variando de
54,5 a 216,6 mJ/cm®. Doses acima deste valor (correspondente a 20 s de
irradiacéo) até 433,2 mJ/cm? causaram 100% de morte celular. Os autores
sugerem que estes estudos sejam realizados em modelos animais, para que,
no futuro, esta terapia possa ser disponivel para a area clinica.

A comparacdo da eficacia da TFD utilizando duas diferentes fontes de
luz foi o objeto do estudo de Zanin; Gongalves; Junior et al. em 2005. Nesta
pesquisa 0s autores utilizaram como agente FS o corante azul de toluidina
(TBO) a uma concentragdo de 100 mg/L. Como fonte de luz usaram diodo
emissor de luz (LED) e laser de hélio-nednio (He-Ne) sobre biofilmes
cariogénicos cultivados durante 10 dias sobre fatias de dentina in vitro. Para a
TED, os biofilmes foram retirados no terceiro, sétimo e décimo dia e inoculados
com 25 puL de TBO por 5 minutos. Apos este periodo, os biofilmes foram
irradiados pelas duas fontes de luz por 5, 15 e 30 minutos. A poténcia das duas
fontes utilizadas foi de 32 mW e a dosimetria, correspondente a cada periodo
de tempo, foi de 49, 147 e 294 J/cm?, respectivamente. Apés o procedimento
terapéutico, as amostras foram submetidas ao vortex por 60 s com o intuito de

dispersar o biofilme e, a seguir, aliquotas foram transferidas para placas de
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Petri contendo o meio BHI e entdo incubadas anaerobicamente a 37°C durante
3 dias para contagem das células vidveis. Os resultados demonstraram que
houve inviabilidade celular somente quando houve a associacdo do TBO as
fontes de luz, com quase 100% de reducao bacteriana. Também foi encontrado
que o efeito bactericida € luz/tempo - dose dependente e que os biofilmes em
que a TFD foi aplicada no décimo dia (biofilmes mais maduros) apresentaram-
se menos susceptiveis a TFD. Como conclusdo, os resultados do estudo
mostraram que os biofilmes foram susceptiveis as duas fontes de luz na
presenca do TBO, sugerindo que esta abordagem possa ser utilizada para o
combate a carie dentaria.

No estudo de Metcalf et al. (2006) os autores propuseram a utilizacéo de
tempos de irradiacdo fracionados ao invés da irradiagdo continua sobre
biofilmes contendo S. mutans. O laser foi utilizado como fonte de luz neste
experimento apresentando 22,7 mW/cm? e 6,75 J/cm? (5 minutos de tempo de
pré-irradiacdo) e como agente FS foi utilizado o corante eritrosina a 22 pM. Os
biofilmes foram incubados por 15 minutos no escuro (tempo de pré-irradiacao)
e submetidos a irradiacao por 0, 1, 2, 5, 10, 15 e 30 minutos, continuamente.
Neste experimento, os biofimes de S. mutans contendo inicialmente 10!
UFC/mL apresentaram, ap0s 5 minutos de irradiacdo, uma reducdo de
aproximadamente 98% de células viaveis. Em resposta a este resultado, os
autores decidiram fracionar os regimes de irradiacdo da seguinte forma: cinco
irradiacfes de 1 minuto e entre as irradiacdes esperou-se um periodo de 5
minutos no escuro; dez irradiagbes de 30 segundos e entre as irradiacbes
esperou-se um periodo de 2 minutos no escuro e comparar com um regime
continuo de irradiacdo por 5 minutos. Para o primeiro esquema de irradiacéo
obteve-se uma diminui¢do de 3 log 10 € para o segundo, 3,7 log 10. Para a
irradiacdo continua houve uma diminuicdo de 2 log;p. Ambos 0s regimes
fracionados obtiveram diferengca estatisticamente significante quando
comparados os regime continuo, contudo ndo houve diferenca estatistica entre
ambos. Para o segundo fracionamento (10 X 30s) ao extrapolar os resultados
para 30 minutos, os resultados foram significativamente maiores quando
comparados ao regime continuo (2,8 log 10). Este estudo demonstra que

pequenas doses de irradiacdo em regime fracionado apresentam resultados
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tdo satisfatérios quanto regimes continuos de irradiacdo. Contudo, estudos
devem ser feitos com o intuito de se verificar a eficacia do corante eritrosina em
biofilmes formados in vivo.

Ainda testando-se a efetividade do corante eritrosina, Wood et al. (2006)
propuseram-se a testar sua eficacia, comparando-a ao Photofrin® e ao azul de
metileno sobre biofilmes cariogénicos. Neste estudo, um laser emissor de luz
branca foi utilizado (500-650 nm, 22,5 — 22,7 mW/cm?) e todos os FS utilizados
apresentaram-se sob a concentracdo de 22 pM. Todas as amostras foram pré-
irradiadas por 15 minutos e apds a TFD, foi obtido o numero de células viaveis.
A eritrosina mostrou ser o agente fotossensibilizador mais eficaz na reducgao
bacteriana, sendo dependente da idade do biofilme crescido (0 — 288 horas),
sendo 1 — 2 log 10 mais efetiva que o Photofrin®e de 0,5 — 1 log 1o mais efetiva
que o azul de metileno.

No ano de 2007, um estudo (KONOPKA; GOSLINSKI, 2007) enfocou a
TFD como tematica, realizando extensa revisdo de literatura acerca do
assunto, objetivando a reacédo fotodinamica, a utilizacdo de FS, mecanismo de
inativacdo dos microrganismos, fontes de luz, efeitos da terapia em biofilmes
orais, estudos in situ e in vivo e perspectivas futuras. Afirmaram também que a
TFD parece oferecer muitas vantagens para o tratamento de infeccdes
originadas por microrganismos, tais como amplo espectro de acao, a inativagcéo
de microrganismos e o0 baixo potencial mutagénico nas ceélulas expostas. Além
disso, tem se mostrado capaz de promover atividades citotoxicas contra uma
grande variedade de bactérias, fungos e protozoarios.

Colaborando com estudos em culturas plancténicas, Bevilacqua et al.
(2007) investigaram o efeito da TFD sobre suspensdes bacterianas de
Streptococcus mutans (ATCC). Neste estudo foram utilizados o azul de
toluidina (TBO, 100mg/mL) e um diodo emissor de luz (LED, 600-670 nm) com
0 pico em 640 + 20 nm. As suspensdes foram incubadas a 37°C durante 24-48
horas, apresentando uma contagem inicial de 1,5 X 10® células por mL do meio
de cultura. Os grupos foram separados da seguinte forma: Grupo (1) — controle
negativo — ndo foi inoculado com bactérias, nem irradiado e nem incubado com
o corante. Grupo 2 - controle positivo — 0s tubos foram inoculados com 1 mL de

bactérias e 1 mL de solucéo salina, ndo sendo irradiado nem incubado com o



Revisao de Literatura 71

corante. Grupo 3 — os tubos foram inoculados com 1 mL de bactérias e 1 mL do
corante, utilizando-se o tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos, apds isso foram
incubados por 48 horas. Grupo 4 — os tubos foram inoculados com 1 mL de
bactérias e 1mL de solucdo salina. Este conjunto foi entdo transferido para
discos de Petri e irradiados com o LED, seguindo — se o protocolo: dosimetria
(2,18 J/cm?), energia (21 J), poténcia (0,116 W), area irradiada (9,62 W/cm?) e
tempo (180 s). Grupo 5 — os tubos foram inoculados com 1 mL de bactérias e 1
mL do corante. Esta solucao foi transferida para discos de Petri, permanecendo
por 5 minutos (tempo de pré-irradiacdo). Os discos foram entdo irradiados,
seguindo-se 0s mesmos parametros do grupo anterior e depois incubados em
condi¢cdes microaerofilicas por 48 horas. Para todos 0s grupos, trés amostras
foram obtidas e analisadas, qualitativamente, por microscopia eletronica de
varredura (MEV) em aumentos de 100, 1000 e 5000 vezes e quantitativamente
por meio da contagem de unidades formadoras de colbnia (UFC). Para a
andlise qualitativa houve reducao bacteriana nas amostras dos grupos 1 e 5,
em que ndo houve crescimento bacteriano consideravel em todos os
aumentos. Em relacdo a analise quantitativa, a contagem de S. mutans
mostrou, em relacdo ao grupo 2 (controle positivo) para o grupo 3 (presenca do
FS e meio de cultura), 4 (presenca do meio de cultura e LED) e 5 (aplicagéo da
TFD), reducdes de 28,4 %, 23,4% e 100%, respectivamente.

Por tais fatos, torna-se de suma importancia o desenvolvimento de
estudos objetivando aperfeicoar a TFD e avaliar sua acdo sobre os
microorganismos potencialmente cariogénicos. Contudo, s&o encontradas
poucas pesquisas que utilizam isolados clinicos de seres humanos para essa
finalidade terapéutica. Atualmente, jA se tem conhecimento de quais FS
apresentam efeitos antibacterianos com sucesso, porém ndo ha um consenso
quanto a concentracdo ideal dos mesmos. Dilema similar da-se quanto a fonte
de luz e a dosimetria empregada, porém estudos demonstram resultados
animadores quando do uso de diodos emissores de luz (LED’s) (MACHADO,
2000).
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como propdsito avaliar a efetividade da terapia
fotodinamica (TFD) no controle do crescimento microbiolégico de uma cepa
padrdo de S. mutans (ATCC 25175) e de dois isolados clinicos de S. mutans
(43513 e 47513) em funcdo da concentracdo minima do corante azul de orto-
toluidina (TBO) e da dose minima de diodos emissores de luz (LED’s) no

comprimento de onda vermelho.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho, sob o nimero de processo 032/2008, foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de Bauru da
Universidade de Séo Paulo (FOB/USP) que emitiu parecer favoravel ao

desenvolvimento do mesmo (ANEXO).

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Amostras microbiolégicas utilizadas

Para o presente estudo foram utilizadas as seguintes culturas:

1. Uma cultura de S. mutans proveniente da empresa American Type
Culture Collection (ATCC, n° 25175), Manassas, EUA,

2. Duas culturas de isolados clinicos de S. mutans (43513 e 47513)
fornecidas pelo Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Disciplina de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sao
Paulo (FOB/USP).

4.1.2 Materiais de consumo

1. Agua destilada;

2. Meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI), produzido por Becton,
Dickinson and Company Sparks, USA Lote n°® 7354968;

3. Ponteiras descartaveis para micropipeta produzidas por Axygen;

4. Microtubos para centrifuga do tipo eppendorfs graduados (2,0 mL)
produzido por Axygen, USA;

5. Solucéo — tampéao PBS;

6. Meio de cultura SB 20;
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6. Sal fenotiazinico azul de orto-toluidina (TBO) produzido por Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA, T3260;

7. Placa de orificios Costar® com 96 cavidades de fundo chato estéril
produzida por Corning Incorporated, USA;

4.1.3 Instrumentos

1. Placas de Petri descartaveis 90 X 15 mm lisa fabricadas por CP
Cralplast;
2. Tubos de ensaio 13 X 100 mm fabricados por Pyrex;
. Pipetador;
. Béquer graduado;
. Erlenmeyer graduado;
. Frasco aleméo;
. Micropipetas de 1-20uL, 100-1000puL e multicanal de 1-300pL;

. Bico de Bunsen;

© 00 N O o1 b~ W

. Alca de platina para semeadura de microrganismos;

10. Balanca de precisédo modelo Acculab V-200;

4.1.4 Equipamentos

1. Autoclave vertical fabricada por Phoenix Indastria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Ltda., Araraquara-SP, modelo: AV - SD75 n°
de série: 8-81;

2. Estufa de cultura, produzida por Fanem Ltda, Sdo Paulo — SP,
modelo: 002 CB;

3. Camara de fluxo laminar vertical, fabricada por Pachane
Equipamentos para Laboratorio Ltda., Piracicaba-SP, modelo: 400 e n°
de série: 14407;

4. Centrifuga para tubos de microcentrifuga do tipo eppendorf fabricada
por Brinkman Instruments, Inc, USA, modelo: Centrifuge 5415C,;

5. Vortex Mixtron produzido por Leucotron Equipamentos Ltda., Santa
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Rita do Sapucai-MG e n° de série: 805/20;

6. Espectrofotdmetro produzido por Pharmacia Biotech, UK, modelo: 80-
2109-10 e n° de série: 73500;

7. Mesa difusora de iluminagdo com LED’s vermelhos (620 - 660nm)
com densidade de poténcia de saida de constante de 400 mW/cm?
desenvolvida pelo Centro de Pesquisa em Optica e Foténica (CEPOF)
do Instituto de Fisica de Sado Carlos (IFSC) da Universidade de S&o

Paulo intitulada “Bio Table”.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo dos materiais microbioldgicos

O meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) foi preparado para a
reativacao das espécies utilizadas neste estudo. Esse meio constitui-se de um
caldo nutriente que propicia o crescimento de varios tipos de microrganismos.
A manipulacéo e a esterilizacdo foram realizadas segundo as recomendacoes
do fabricante. Para o preparo do meio utilizou-se uma proporcéo de 37 g de pé
do meio para 1000 mL de agua destilada. O p6 foi pesado e colocado em um
frasco alemé@o e a agua adicionada em seguida. Apés a dissolucdo, o meio foi
distribuido em tubos de ensaio. Uma aliquota de 2 mL foi pipetada e distribuida
em cada um dos tubos e em seguida levados em autoclave vertical para
esterilizacdo a 121°C por 15 minutos. Apds esse procedimento, os tubos de
ensaio foram colocados em estufa bacterioldgica a 37°C para teste de
esterilidade por 24 horas e finalmente armazenados em geladeira a 5°C até a
utilizag&o nos procedimentos experimentais.

Para o PBS utilizado nas diluicbes seriadas e para a lavagem das
suspensdes bacterianas foi preparado pela diluicdo completa de 8 g de NacCl,
0,2 g de KCl, 1,38 g de Na;HPO,4 2 - H,O em 100 mL de &gua destilada. Para o
procedimento da dissolucéo foi utilizado um béquer com o auxilio de uma haste
de vidro. Apés a dissolucdo, a solugcdo resultou numa concentracdo de 0,01
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mol, sendo o volume final transferido para um frasco aleméo e armazenado em

geladeira a 5°C até a utilizacdo nos procedimentos experimentais.

4.2.2 Procedimento de terapia fotodinamica (TFD)

Para a fotossensibilizacdo das amostras foi utilizado o corante azul de
orto-toluidina (TBO) (Figura 1).

Tmul(fvr'lf.‘ glue 0
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Figura 1: Azul de orto toluidina (TBO) utilizado no estudo

Para a preparacdo da solucéo estoque inicial de TBO, utilizou-se 0,5 g
do po, previamente pesado, sendo diluido em 100 mL de agua destilada estéril.
Sendo assim, a solucédo resultante apresentou uma concentragado inicial de
5mg/mL (5000ug/mL) a qual foi armazenada em um tubo de ensaio envolvido
em papel aluminio para protecéo de luz a temperatura de 5°C.

Para as concentragOes utilizadas no presente estudo foram obtidas
quatro diluicbes seriadas a 10 vezes. Sendo assim, para a obtencédo da
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primeira concentracdo, uma aliquota de 1,8 mL de PBS foi pipetada no interior
de um microtubo e a este foi adicionado 0,2 mL da solucdo estoque inicial de
TBO. A solugao resultante obtida, entdo com 2 mL, apresentou a concentragao
inicial de 0,5 mg/mL (500 pg/mL). Posteriormente, 0,2 mL desta primeira
solucéo foi transferida para um microtubo contendo 1,8 mL PBS obtendo-se
assim uma solucdo do corante a uma concentracédo de 0,05 mg/mL (50 pg/mL).
Esse mesmo procedimento foi repetido por mais 2 vezes, obtendo-se assim,
concentracoes finais do corante de 0,005 mg/mL (5ug/mL) e 0,0005 mg/mL (0,5
png/mL). Apos as diluicdes, cada microtubo foi agitado vigorosamente em vortex
para a completa homogeneizacdo da mistura e aliquotas de 100 pL de cada
concentracéo obtida foram transferidos, em duplicata, para pocos de uma placa
de 96 orificios.

Ao final desta primeira etapa, obtiveram-se quatro concentracdes do
corante: 500, 50, 5, 0,5 pg/mL. Para o estudo, a efetividade da TFD foi avaliada
nas seguintes concentracdes: 250, 25, 2,5 e 0,25 pg/mL. Para isso, quando as
solugdes iniciais foram adicionadas as suspensfes bacterianas (100 pL), a
concentracdo do agente foi diminuida a metade, atingindo-se as concentracdes
desejadas.

E importante ressaltar que o corante utilizado é uma substancia
fotossensivel, isto é, pode sofrer degradacdo de seus componentes quando
exposto a luz. Assim, a manipulacdo deste agente durante o preparo da
solucéo estoque e posteriormente na fotossensibilizacdo dos microrganismos
foi realizada em ambiente escuro.

Para a avaliagdo da efetividade da TFD na inativagdo dos
microrganismos foram testadas 4 dosimetrias: 12 Jicm?, 24 J/cm?, 36 Jicm? e
48 J/icm?. Como a fonte de luz utilizada possui poténcia constante, a variagéo
da dose de luz foi realizada pela variacdo do tempo de exposicdo das amostras
microbioldgicas a luz vermelha da “Bio Table”. Assim os tempos de iluminacdo
utilizados foram 30, 60, 90 e 120 segundos, respectivamente. Os célculos
realizados para a obtencdo dos tempos de iluminacdo estdo descritos no

Apéndice 1.
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Figura 2: dispositivo utilizado no estudo como fonte de luz denominado “Bio Table”

4.2.3 Amostras utilizadas no estudo

Os microrganismos utilizados para o presente estudo foram uma cepa
padrdo de S. mutans (ATCC) e duas culturas de isolados clinicos de S. mutans
de criancas com idade inferior a 24 meses de idade estocadas em um freezer a
- 85°C e fornecido pelo Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia de Bauru da Universidade de S&o Paulo (FOB/USP). Essas trés
cepas testadas foram armazenadas em meio de cultura BHI acrescido de
glicerol a 20%.

Para a o inicio da fase experimental, os microrganismos utilizados foram
descongelados e repicados em meio de cultura e incubados em estufa
bacteriologica a 37°C por 24 horas. Ap6s a incubacdo e verificacdo do
crescimento microbiolégico por meio da turvacdo do meio de cultura, estes
foram semeados em placas de Petri contendo o meio SB 20 agar (sacarose
bacitracina 20% de glicose) para observar a morfologia colonial e pureza das
amostras. Em seguida foram repicadas em caldo BHI para se obter um

crescimento de 12 a 18 horas do inéculo para a utilizacdo no trabalho,
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respeitando-se a curva logaritmica de crescimento. Uma aliquota de 2mL foram
transferidos para tubos de microcentrifuga do tipo eppendorf e, em seguida,
centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado
e as bactérias (sedimentado) foram ressuspensas em 2 mL de PBS. O tubo foi
agitado novamente por 2 minutos e 0s mesmos passos de centrifugacao foram
repetidos, sendo as suspensdes bacterianas ressuspensas em PBS. Para a
preparacao do indculo, um total de 20 mL de PBS foi transferido para o interior
do tubo de ensaio e a este foi acrescido uma concentracdo da suspenséo
lavada até que o grau de turvacdo no interior do tubo fosse visualmente
semelhante com o padrdo da escala (0,5 escala McFarland), sendo que para
tal procedimento foi realizada leitura ao espetrofotdmetro. Dessa forma, foram
obtidas suspensfes bacterianas padronizadas em uma mesma concentracéo

celular (10° células/mL).

4.2.4 Situacdes experimentais estudadas

A susceptibilidade das trés cepas ao processo fototerapéutico foi
avaliada por meio da exposicdo das suspensdes bacterianas a quatro
concentracdes do corante (250, 25, 2,5 e 0,25 pg/mL) e quatro dosimetrias (12,
24, 36 e 48 J/cm?) no comprimento de onda vermelho (predominantemente em
630 nm). Assim, para cada microrganismo, foram testadas 16 condicdes
experimentais, obtidas a partir do cruzamento das quatro dosimetrias com as
quatro concentracdes do corante avaliado denominadas de C+L+. Sendo a
letra C, sigla para o corante e L para luz. Os simbolos + (positivo) e —
(negativo), indicam presenca ou auséncia dos fatores estudados. Além disso, o
efeito da aplicacdo para cada concentragdao do corante foi estudada (C+L-) e
de cada dosimetria (C-L+) também foi avaliado sobre as suspensdes
bacterianas, totalizando 24 situacfes experimentais. Adicionalmente, as
amostras referentes ao controle positivo ndo foram fotossensibilizadas nem
submetidas a luz (C-L-). Sendo assim, foram obtidas 25 situagbes

experimentais que avaliaram a efetividade da terapia fotodindmica sobre as
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cepas estudadas. Essas condi¢des estao descritas na Tabela 1 do Apéndice 2.

Para melhor compreenséo, as condicbes experimentais avaliadas foram
descritas em formato de tépicos e subdivididos em cinco grupos (C+L+; C+L-;
C-L+; C-L-; controle negativo) com o intuito de descrever as etapas:

C+L+

Nesta situacdo experimental as trés cepas foram fotossensibilizadas
com 0 corante nas quatro concentracdes teste e nas quatro dosimetrias
determinadas. Sendo assim, para cada cepa avaliada, aliquotas de 100L de
TBO foram transferidas para 8 pocos de uma placa de 96 orificios. Para cada
concentracdo do corante utilizada foram utilizados dois orificios constituindo
amostras em duplicata. Aos 8 orificios foram transferidos 100 pL de suspenséo
bacteriana utilizando-se uma micropipeta do tipo multicanal. A placa de
orificios, contendo as solucdes resultantes, foi entdo deixada em repouso em
ambiente escuro pelo tempo de 120 segundos (tempo de pré-irradiacao).
Decorrido esse periodo, a placa foi levada sobre o vidro difusor da “Bio Table”
e o dispositivo foi entdo acionado e todos os orificios foram iluminados
simultaneamente pelo mesmo periodo de tempo eleito.

Este procedimento descrito anteriormente foi realizado de forma a
avaliar as quatro dosimetrias (12, 24, 36 e 48 J/cm?). Sendo assim, quatro
placas de 96 orificios com 8 amostras cada uma foram utilizadas, levando-se
em conta que cada uma fora exposta ao comprimento de onda de luz vermelho

pelos periodos de 30, 60, 90 e 120 segundos, respectivamente.

C+L-

Com o intuito de avaliar se a presenca do corante pudesse causar algum
efeito toxico sobre as suspensdes bacterianas, foram incluidas nesta situagéo

amostras sensibilizadas com o TBO, porém sem a iluminacéo pelos LED’s da
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“Bio Table”. Para cada cepa avaliada, aliquotas de 100 pL de suspenséo
bacteriana, ja diluidas em PBS, foram transferidas para 8 pocos de uma placa
de 96 orificios. Cada uma dessas 8 amostras foram colocadas em contato com
0 corante, com 0 mesmo volume cada (100 pL) e entdo a placa foi deixada em
repouso em ambiente escuro pelo tempo de 120 segundos (tempo de pré-

irradiacao).

C-L+

Com o intuito de se verificar possiveis efeitos deletérios da luz LED
sobre as suspensfes bacterianas, foram incluidas nesta situagcdo amostras nao
sensibilizadas pelo TBO, sendo entdo substituidas por PBS, de modo a simular
a presenca do corante e iluminadas pelos LED’s da “Bio Table”. Para cada
cepa avaliada, aliquotas de 100 pyL de PBS foram transferidas para 8 pocos de
uma placa de 96 orificios. A cada uma dessas 8 amostras foram adicionados
um volume de 100 pL de suspensdes bacterianas. As placas de 96 orificios
foram submetidas a quatro diferentes dosimetrias (12, 24, 36 e 48J/cm?).
Sendo assim, quatro placas de 96 orificios com 8 amostras cada uma foram
utilizadas, levando-se em conta que cada uma fora exposta ao comprimento de
onda de luz vermelho pelos periodos de 30, 60, 90 e 120 segundos,

respectivamente.

C-L-

Nesta condicdo experimental as amostras ndo foram submetidas a
sensibilizacdo pelo TBO nem pelos LED’s da “Bio Table” de modo a serem
utilizadas como controle positivo para verificar provavel crescimento bacteriano
e, consequentemente, a confiabilidade do estudo. Para cada cepa avaliada, 8
orificios foram utilizados e a estes foram adicionados 100 pyL de suspenséo
bacteriana e o mesmo volume de PBS estéril. O PBS neste caso foi utilizado de

modo a simular a presenca do corante.
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Controle negativo

De modo a averiguar se houve contaminacdo dos resultados obtidos,
foram adicionados a dois orificios de cada placa de 96 pocos utilizadas em
todas as situagbes, 200 pL de PBS, com o intuito de simular o volume total

avaliado pelas outras situagcfes experimentais.

4.2.5 Andlise dos achados

Apods a aplicacdo da TFD, um volume de 100 pL de cada amostra foram
transferidos para tubos de ensaio estéreis contendo 2 mL do meio BHI. Os
tubos foram ent&o levados a estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas para
analise da efetividade da TFD. Como forma de analise qualitativa, aliquotas da
amostra da situacdo experimental C+L+ (TFD) foram analisadas pela
semeadura e incubac&o em placas de Petri e pela microscopia confocal a laser.

Para a semeadura e incubagé&o, 100 pL de cada amostra do grupo C+L+
foram inoculadas em placas de Petri (90 X 15 mm) contendo 5 mL do meio SB
20 e espalhadas com auxilio de alca de platina esterilizada. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 72 horas em atmosfera de
microaerofilia obtida pelo método da vela (GOMES; CAMPOS; TRABULSI,
1999).

Para a andlise por microscopia confocal a laser, foram confeccionadas
laminas para a visualizacdo da efetividade da TFD. Para isto, o conteudo dos
tubos de ensaio foram vertidos em tubos de microcentrifuga do tipo eppendorfe
levados a centrifuga por 5 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o sedimentado ressuspenso em 50 pL de PBS glicerina. Desta
solucéo, 25uL foram transferidos para a lamina. Sobre esta suspenséao, foram
adicionados 15uL do corante alaranjado de acridina 0,05% em PBS. Apés a

confeccdo, as laminas foram analisadas por microscopia confocal. A
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microscopia de fluorescéncia, o corante metacromatico utilizado, ao tomar
contato com as diferentes amostras bacterianas, apresenta duas diferentes
coloragbes. Das amostras utilizadas, tanto microorganismos viaveis quanto
invidveis foram analisadas. Para as amostras viaveis, ou seja, aquelas em que
a TFD néao foi efetiva, ndo houve dano ao DNA bacteriano, sendo assim, o
corante adentra a bactéria, contudo ndo se liga as bases nitrogenadas do
material genético, emitindo fluorescéncia verde (Figura 3). Quando em contato
com as amostras inviaveis, aquelas em que a TFD foi efetiva, apresentam o
DNA bacteriano fragmentado, devido a ligacdo do corante as bases

nitrogenadas livres emitindo, assim, a cor vermelho/laranja (Figura 4).
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Figura 3 - Caracteristica de viabilidade bacteriana (cor verde) a microscopia confocal a laser
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Figura 4 — Caracteristica de morte bacteriana (cor vermelha) a microscopia confocal a laser
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA EFETIVIDADE DA TERAPIA FOTODINAMICA (TFD)
SOBRE O CRESCIMENTO DE S. MUTANS (ATCC 25175)

Os resultados da aplicacdo da terapia fotodinamica (TFD) sobre a
espécie de S. mutans (ATCC 25175) nas diferentes dosimetrias e
concentracbes do corante azul de orto-toluidina (TBO) estdo descritos na
Tabela 2.

Dos resultados alcancados (Tabela 2), foi possivel a inibicdo do
crescimento microbiologico (ATCC 25175) apés a aplicagdo da TFD na
dosimetria a partir de 12 J/cm? associado ao TBO na concentracdo de 25
ng/mL.  Pode-se verificar que nas dosimetrias subsequentes (24, 36 e 48
Jlcm?) o crescimento bacteriano da espécie em questdo foi controlado com
concentracdo menor do TBO (2,5 pg/mL). A semeadura e incubacdo em placas
de Petri e a microscopia confocal a laser foram utilizadas de modo a confirmar
e ilustrar os achados. Para as amostras que sofreram, ap6és a TFD, morte
bacteriana, os resultados sdo extremamente semelhantes. Sendo assim, as
ilustracbes inseridas servem para representar a condicdo encontrada neste
estudo e ndo cada dosimetria ou concentracdo do corante avaliado. O mesmo
raciocinio foi extrapolado para as amostras viaveis, em que a TFD néo foi
efetiva. A Figura 5 (A) representa as condigOes experimentais C+L- (presenca
do corante e auséncia da fonte de luz), C-L+ (auséncia do corante e presenca
da fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e da fonte de luz) em que houve a
formacéo de unidades formadoras de colénia nas placas de Petri. Por sua vez,
a figura 5 (B) representa a condi¢cao experimental C+L+ (presenca do corante e
da fonte de luz) em que houve a efetividade da TFD confirmada por meio da
auséncia de unidades formadoras de colbnia nas placas de Petri.

As mesmas condicbes experimentais foram ilustradas por meio da
microscopia confocal a laser [Figura 6 (A) e Figura 6 (B)]. A figura 6 (A) mostra
0 aspecto das colonias do S. mutans (ATCC 25175) na cor verde, evidenciando

a viabilidade destes microrganismos nas condicbes experimentais C+L-
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(presenca do corante e auséncia da fonte de luz), C-L+ (auséncia do corante e
presenca da fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e da fonte de luz). Neste
caso houve a entrada do corante fluorescente nas bactérias devido ao dano
causado a membrana plasmatica apoés a TFD. A figura 6 (B) mostra a
efetividade da TFD em que as colonias de S. mutans apresentam-se com
coloragdo vermelho-alaranjada, o que denota dano ao seu material genético
(morte bacteriana). Esse fato € devido a quebra da ligacdo entre as bases
nitrogenadas da dupla fita de DNA apés a TFD, fazendo com que elas fiquem
livres para a ligacdo com o corante fluorescente alaranjado de acridina. A
utilizacdo do TBO em maiores concentracées (25 e 250 J/cm?), na auséncia da
iluminacéo pelo LED (0 J/cm?) promoveu o controle do crescimento bacteriano
e indicou ser toxico a espécie em questdo nestas condi¢cdes. A aplicacao
isolada da luz LED sem a prévia fotossensibilizacdo das amostras (0 pg/mL)

nao foi capaz de impedir o crescimento bacteriano (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados da terapia fotodinAmica nas diferentes concentracfes
de TBO e dosimetrias da luz LED sobre o crescimento de S. mutans (ATCC
25175)

TBO (ug/mL)

0 + + + + +
0,25 + + + + +
2,5 + + - - -
25 - - - - -
250 - - - - -

+ : presenca de crescimento bacteriano; - : auséncia de crescimento bacteriano.



Resultados 97

Figura 5 (A) - Crescimento de S. mutans ATCC (25175) nas condi¢des experimentais C+L-
(presenca do corante e auséncia da fonte de luz), C-L+ (auséncia do corante e presenca da
fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e da fonte de luz)

Figura 5 (B) - Auséncia de unidades formadoras de colénia (UFC) de S. mutans ATCC (25175)
na condi¢cdo experimental C+L+ (presenc¢a do corante e da fonte de luz)
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Figura 6 (A) - Microscopia confocal a laser evidenciando a viabilidade bacteriana de S. mutans
ATCC (25175) nas condi¢cBes experimentais C+L- (presenca do corante e auséncia da fonte de
luz), C-L+ (auséncia do corante e presenca da fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e da

fonte de luz)

Figura 6 (B) - Microscopia confocal a laser evidenciando a efetividade da terapia fotodindmica
para a cepa padrdo de S. mutans ATCC (25175) na condicdo experimental C+L+ (presenca do

corante e da fonte de luz)
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5.2 AVALIACAO DA EFETIVIDADE DA TERAPIA FOTODINAMICA NO
CRESCIMENTO DOS ISOLADOS CLINICOS DE S. MUTANS (43513) E S.
MUTANS (47513)

Os resultados da aplicagdo da TFD sobre o isolado clinico de S. mutans
(43513) nas diferentes dosimetrias e concentracbes do corante (TBO) estdo
descritos na Tabela 3.

Dos resultados alcancados (Tabela 3), foi possivel a inibicdo do
crescimento microbiolégico da espécie de S. mutans (43513) apos aplicacdo da
TFD na dosimetria a partir de 12 J/cm? associado a concentracéo de TBO a 25
ug/mL. Pode-se verificar que nas dosimetrias subsequentes (24, 36 e 48 J/cm?)
0 crescimento bacteriano da espécie em questdo foi controlado com
concentracdo menor do TBO (2,5 pg/mL). A semeadura e incubacédo em placas
de Petri e a microscopia confocal a laser foram utilizadas de modo a confirmar
e ilustrar os achados.

A Figura 6 (A) representa as condigbes experimentais C+L- (presenca
do corante e auséncia da fonte de luz), C-L+ (auséncia do corante e presenca
da fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e da fonte de luz) em que houve a
formacéo de unidades formadoras de colénia nas placas de Petri. Por sua vez,
a figura 6 (B) representa a condi¢cao experimental C+L+ (presenca do corante e
da fonte de luz) em que houve a efetividade da TFD confirmada por meio da
auséncia de unidades formadoras de colbnia nas placas de Petri.

As mesmas condi¢cdes experimentais foram ilustradas por meio da
microscopia confocal a laser [Figura 7 (A) e Figura 7 (B)]. A figura 7 (A) mostra
0 aspecto das colonias do S. mutans (43513) na cor verde, evidenciando a
viabilidade destes microrganismos nas condicdes experimentais C+L-
(presenca do corante e auséncia da fonte de luz), C-L+ (auséncia do corante e
presenca da fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e da fonte de luz). Neste
caso houve a entrada do corante fluorescente nas bactérias devido ao dano
causado a membrana plasmatica apés a TFD. A figura 7 (B) mostra a
efetividade da TFD em que as colbnias de S. mutans apresentam-se com

coloracdo vermelho-alaranjada, o que denota dano ao seu material genético
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(morte bacteriana). Esse fato € devido a quebra da ligacdo entre as bases
nitrogenadas da dupla fita de DNA apos a TFD, fazendo com que elas figuem
livres para a ligacdo do corante fluorescente alaranjado de acridina. A utilizacéo
do TBO em maior concentracéo (250 J/cm?), na auséncia da iluminacéo pelo
LED (0 J/cm?) promoveu o controle do crescimento bacteriano e indicou ser
toxico a espécie em questdo nestas condi¢des. A aplicacdo isolada da luz LED
sem a prévia fotossensibilizacdo das amostras (0 pg/mL) nédo foi capaz de
impedir o crescimento bacteriano (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados da terapia fotodindmica nas diferentes concentragdes de TBO
e dosimetrias da luz LED sobre o crescimento de S. mutans (43513)

TBO (ug/mL)

0 + + + + +
0,25 + + + + +
2,5 + + - - -
25 + - - - -
250 - - - - -

+= presenca de crescimento bacteriano; - = auséncia de crescimento bacteriano.
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Figura 7 (A) - Crescimento do isolado clinico de S. mutans (43513) nas condi¢des
experimentais A+L- (presenca do corante e auséncia da fonte de luz), A-L+ (auséncia do
corante e presenca da fonte de luz) e A-L- (auséncia do corante e da fonte de luz)

Figura 7 (B) - Auséncia de unidades formadoras de colénia (UFC) do isolado clinico S. mutans
(43513) na condicdo experimental A+L+ (presenca do corante e da fonte de luz).
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Figura 8 (A) - Microscopia confocal a laser evidenciando a viabilidade bacteriana para o isolado
deS. mutans (43513) nas condi¢cbes experimentais A+L- (presenca do corante e auséncia da
fonte de luz), A-L+ (auséncia do corante e presenca da fonte de luz) e A-L- (auséncia do

corante e da fonte de luz)

Figura 8 (B) - Microscopia confocal a laser evidenciando a efetividade da terapia fotodindmica
para o isolado clinico de S. mutans (43513) na condicdo experimental A+L+ (presenca do

corante e da fonte de luz
Os resultados da aplicacdo da TFD sobre o isolado clinico de S. mutans
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(47513) nas diferentes dosimetrias e concentracbes do corante (TBO) estdo

descritos na Tabela 4.

Dos resultados alcancados (Tabela 4), foi possivel a inibicdo do
crescimento microbiolégico da espécie de S. mutans (47513) apos aplicagédo da
TFD na dosimetria a partir de 12 J/cm? associado & concentracéo de TBO a 2,5
pug/mL, a qual também foi a concentracdo minima necessaria para o controle do
crescimento bacteriano nas dosimetrias subseqiientes (24, 36 e 48 Jicm?). A
semeadura e incubacéo em placas de Petri e a microscopia confocal a laser

foram utilizadas de modo a confirmar e ilustrar os achados.

A Figura 9 (A) representa as condigdes experimentais C+L- (presenca
do corante e auséncia da fonte de luz), C-L+ (auséncia do corante e presenca
da fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e da fonte de luz) em que houve a
formacéo de unidades formadoras de colénia nas placas de Petri. Por sua vez,
a figura 9 (B) representa a condi¢cao experimental C+L+ (presenca do corante e
da fonte de luz) em que houve a efetividade da TFD confirmada por meio da
auséncia de unidades formadoras de col6nia nas placas de Petri.

As mesmas condicbes experimentais foram ilustradas por meio da
microscopia confocal a laser [Figura 10 (A) e Figura 10 (B)]. A figura 10 (A)
mostra 0 aspecto das colbnias do S. mutans (ATCC 25175) na cor verde,
evidenciando a viabilidade destes microrganismos nas condi¢cdes
experimentais C+L- (presenca do corante e auséncia da fonte de luz), C-L+
(auséncia do corante e presenca da fonte de luz) e C-L- (auséncia do corante e
da fonte de luz). Neste caso houve a entrada do corante fluorescente nas
bactérias devido ao dano causado a membrana plasmatica apés a TFD. A
figura 10 (B) mostra a efetividade da TFD em que as coldnias de S. mutans
apresentam-se com coloragéo vermelho-alaranjada, o que denota dano ao seu
material genético (morte bacteriana). Esse fato € devido a quebra da ligacdo
entre as bases nitrogenadas da dupla fita de DNA apos a TFD, fazendo com
que elas figuem livres para a ligacdo do corante fluorescente alaranjado de
acridina. A utilizacdo do TBO em maiores concentracées (25 e 250 J/cm?), na
auséncia da iluminacdo pelo LED (0 Jicm® promoveu o controle do

crescimento bacteriano e indicou ser toxico a espécie em questdo nestas
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condicdes. A aplicacao isolada da luz LED sem a prévia fotossensibilizacdo das
amostras (0 pg/mL) ndo foi capaz de impedir o crescimento bacteriano (Tabela
4).

Tabela 4 - Resultados da terapia fotodindmica nas diferentes concentragées de TBO e

dosimetrias da luz LED sobre o crescimento de S. mutans (47513)

TBO (ug/mL)

0 + + + + +
0,25 + + + + +
2,5 + - - - -
25 - - - - -
250 - - - - -

+= presenca de crescimento bacteriano; - = auséncia de crescimento bacteriano.
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Figura 9 (A) - Crescimento do isolado clinico de S. mutans (47513) nas condicdes
experimentais A+L- (presenca do corante e auséncia da fonte de luz), A-L+ (auséncia do
corante e presenca da fonte de luz) e A-L- (auséncia do corante e da fonte de luz)

Figura 9 (B) - Auséncia de unidades formadoras de colénia (UFC) do isolado clinico S. mutans
(47513) na condicdo experimental A+L+ (presenca do corante e da fonte de luz)
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Figura 10 (A) - Microscopia confocal a laser evidenciando a viabilidade bacteriana para o
isolado deS. mutans (47513) nas condicbes experimentais A+L- (presenca do corante e
auséncia da fonte de luz), A-L+ (auséncia do corante e presenca da fonte de luz) e A-L-

(auséncia do corante e da fonte de luz)

Figura 10 (B) - Microscopia confocal a laser evidenciando a efetividade da terapia fotodindmica
para o isolado clinico de S. mutans (47513) na condicdo experimental A+L+ (presenca do

corante e da fonte de luz)
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS INERENTES AO METODO EMPREGADO

A auto-medicacdo e o consumo desenfreado de varios tipos de
antibioticos fizeram com que, nas ultimas décadas, a resisténcia bacteriana se
tornasse um dos maiores problemas de saude publica (DEMIDOVA; HAMBLIN,
2005). Diante deste quadro, o estudo e a implementacéo de novas tecnologias
para o tratamento das infec¢Oes e das doencas bacterianas tornam-se de vital
importancia. Sendo assim, a terapia que associa fontes de luz com (FS) e/ou
corantes, denominada de terapia fotodinamica (TFD), tem sido proposta como
um tratamento alternativo para a erradicacéo de varios tipos de microrganismos
patogénicos. Na area odontoldgica, essa alternativa € de extrema valia para ao
tratamento de doencas bucais, principalmente aquelas mediadas por acumulo
de biofilme dentario, em que a carie € a sua maior representante (GAD et al.,
2004; ZEINA et al., 2002; GIUSTI et al., 2008).

Investigacdes in vitro tém demonstrado a susceptibilidade de bactérias
(BURNS; WILSON; PEARSON, 1994; WILSON; DOBSON; HARVEY, 1992;
PAULINO et al., 2005; ZANIN et al., 2005) e fungos (CARTLEDGE; MIDGLEY;
GAZZARD, 1999; ZEINA et al.,, 2001; DOVIGO, 2005) a essa terapia. A
aplicacado da TFD como modalidade terapéutica para o tratamento de infec¢des
ainda esta em desenvolvimento. Embora sejam encontrados estudos que
comprovem a utilizacdo da luz associada a corantes como um procedimento
efetivo para inativacdo microbiolégica, algumas variaveis ainda influenciam
esse tratamento, como o tipo e a concentracdo do corante, a espécie do
microrganismo, o periodo de pré-irradiacdo, a fonte de luz e a dose empregada
(JORI et al., 2006). O conhecimento da contribuicdo desses fatores para o
sucesso da TFD antimicrobiana tem sido alvo de estudos que buscam tornar
essa pratica uma alternativa viavel para o controle de infecgdes.

No presente trabalho, diodos emissores de luz (LED’s) no comprimento

de onda vermelho e o corante azul de orto-toluidina (TBO) foram utilizados em
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diferentes dosimetrias e concentracbes com o intuito de avaliar seus efeitos
sobre dois tipos de cepas de s.mutans. Essa associacdo também foi utilizada
em outros trabalhos, cujos resultados foram satisfatérios (WILSON; DOBSON,;
HARVEY, 1992; DOBSON; WILSON, 1992; ZANIN et al., 2005).

Espécies de S. mutans (ATCC 25175) e dois isolados clinicos de S.
mutans (43513 e 47513) foram avaliados quanto a capacidade de crescimento
de) apods a utilizacdo da TFD, levando-se em conta a associacdo de quatro
concentracoes diferentes de azul de orto-toluidina (TBO) e quatro dosimetrias
do LED no comprimento de onda vermelho (Tabelas de 2 a 4).

O efeito antimicrobiano da TFD tem sido descrito como resultado da
interacdo de luz de comprimento de onda adequado com um composto quimico
nao toxico (corante ou FS) e oxigénio, o que promove a formacao de espécies
reativas capazes de induzir o controle do crescimento microbiolégico. O
mecanismo da fotossensibilizacdo tem inicio quando as moléculas do FS ou
corante sdo irradiadas com luz visivel e os fétons sdo absorvidos por estes.
Com isso, um elétron é excitado do estado fundamental para o estado singleto
(elétrons de spins emparelhados). Esse elétron pode retornar ao estado
fundamental emitindo fluorescéncia ou passar para o estado tripleto (spins
paralelos). O corante no estado tripleto possui um tempo de vida relativamente
longo, 0 que permite um aumento do nimero de colisdes, ainda em estado
excitado, com outras moléculas (por exemplo, com o oxigénio). Essa interacéo
com moléculas vizinhas pode ocorrer por meio de dois principais mecanismos.
Os produtos da reacao tipo | sédo radicais livres que podem gerar varios
produtos oxidados. Entretanto, sédo as reacdes do mecanismo tipo Il as
principais envolvidas no processo de controle bacteriano. O corante no estado
tripleto transfere energia ao oxigénio molecular (30.), produzindo o oxigénio
singleto (*O,), voltando ao seu estado fundamental. A espécie 'O, é altamente
reativa no sistema biolégico e pode interagir com proteinas e lipideos
promovendo o controle de crescimento bacteriano (DOVIGO, 2007; PERUSSI,
2007). Portanto, a aplicacdo de luz sem a presenca de um corante (condicéo
experimental C-L+) ndo € capaz de promover a formacao do oxigénio singleto,

sendo fundamental a presenca de uma substéancia para intermediar 0 processo
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de formacédo dos radicais. Os resultados observados pela analise das Tabelas
de 2 a4 e asfiguras 5 (A), 7 (A) e 9 (A) confirmam essa teoria.

O corante escolhido para o estudo é um composto fenotiazinico de cor
azul com absorcdo maxima na regido do vermelho visivel (630nm). Sua
composicdo é formada por uma estrutura triciclica simples, sendo que seu
tamanho e forma simples, o torna ideal para intercalacdo com acidos nucléicos.
Esse composto € normalmente comercializado na forma de sais com o
cromoéforo do corante sendo catibnico. Em solucdo o corante € hidrofilico,
porém em sistemas biolégicos, o TBO é parcialmente convertido a sua forma
neutra devido a desprotonacdo. Ele apresenta a propriedade de alterar a
membrana citoplasmatica bacteriana ligando-se aos polifosfatos presentes na
camada externa desta membrana e possui potencial altamente hidrofébico, o
que facilita ainda mais sua ligacdo a camada lipidica. Esta propriedade aliada
ao seu coeficiente de permeabilidade devido ao seu potencial catidnico faz com
gue ele se torne altamente concentrado no interior da bactéria aumentando seu
poder destrutivo. Ainda mais, tem um alto potencial de formacédo de espécies
de dimeros, os quais sao responsaveis pelo mecanismo e efetividade
fotodestrutiva (HACHISAKO et al., 1994; ITO, 1978; USACHEVA; TEICHERT;
BIEL, 2001). Dessa forma, o corante pode adentrar a bactéria e ocasionar
danos irreversiveis a organelas intracelulares, o que leva a inativacdo
bacteriana (BERTOLONI et al., 1989). Segundo Jori et al. (2006), 0 aumento da
permeabilidade da membrana durante os processos fotoquimicos iniciais €
fundamental para acentuar o efeito fotodinamico em bactérias, pois a
inativacdo ocorre efetivamente apds a captacdo do corante para o interior do
microrganismo. Tal fato pode ser comprovado pelos resultados de Lambrechts
et al., (2005). Segundo esses autores, como a permeabilidade da membrana
citoplasmatica € maior para moléculas com carga positiva, a utilizacdo de
corantes ou FS cati6nicos promove a fotoinativagcao de S. mutans.

Os estudos utilizam desde baixas (png/mL) a altas (mg/mL)
concentracbes de TBO (WILSON, 2004; BEVILACQUA et al.,, 2007; ZANIN;
JUNIOR; GONGCALVES, 2002; ZANIN et al., 2005; GIUSTI et al., 2008). A
maioria destes trabalhos avaliou a efetividade da TFD sobre biofilmes formados

artificialmente. Como as concentragcbes do corante utilizado devem ser mais
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altas, devido diminuicdo da sensibilidade a terapias antimicrobianas desses
biofilmes, optou-se, no presente estudo, em trabalhar com menores
concentracdes, jA que a aplicacdo da TFD foi realizada sobre suspensdes
bacterianas. Sendo assim, as seguintes concentracdes do corante TBO foram
utilizadas: 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL.

Em relacdo ao tempo de pré-irradiacdo, as suspensfes bacterianas
utiizadas no estudo foram incubadas com o TBO durante 2 minutos. Esse
periodo € recomendado para que o corante possa se ligar a camada externa
dos microrganismos, fotossensibilizando-os. Nao existe um consenso na
literatura quanto ao tempo de pré-irradiacdo necessario para se ter efeito
bactericida sobre as suspensdes devido, principalmente, a grande variedade de
corantes e FS aplicada aos estudos. A grande maioria dos estudos faz uso,
para bactérias, de tempos variando de 1 a 5 minutos, o qual tem sido suficiente
para fotossensibilizar e inativar espécies de S. mutans por completo. Diversos
estudos tém apontado para que o aumento do tempo de pré-irradiagdo de 5
minutos a 1 ou 2 horas ndo ter nenhum efeito somatério na inativacdo de
microrganismos (WAINWRIGHT, 1998; JORI; BROWN, 2004), salvo excecao
de cistos de protozoarios e culturas fungicas (POLO et al, 2000). Segundo Jori
et al. (2006), a combinacdo de curtos periodos de pré-irradiacdo, baixas
concentracoes de FS e parametros de irradiagdo consagrados na literatura séo
necessarios para a TFD ser efetiva sobre microrganismos patogénicos.

O corante TBO é um das substancias mais utilizadas em TFD e
apresenta alta efetividade (USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 2001). Entretanto,
seu uso na boca pode ocasionar alteracdo na cor das superficies dentérias e
de restauracdes a base de resina composta (GIUSTI et al., 2008). Além dos
corantes, o0 uso de FS que ndo possuem propriedades corantes, tem sido
utilizado com sucesso na TFD (GIUSTI et al., 2008).

As fontes de radiacdo empregadas na TFD sao, em geral, os laseres de
baixa intensidade (MACHADO, 2000). A melhor fonte de irradiacdo tem sido
descrita como sendo a que por um baixo custo forneca a maior quantidade de
luz possivel no maximo de absorcédo do FS, sem efeitos térmicos significativos.
Os laseres, normalmente, apresentam um elevado custo. Uma alternativa

viavel sdo os lasers diodo, os quais cobrem praticamente todo o espectro
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visivel e infravermelho proximo, podendo assim atender boa parte dos agentes
FS ja existentes no mercado. Com o emprego de FS de segunda geracao, em
virtude de sua elevada absortividade molar, o uso de diodos emissores de luz
(LED’s) tem também se tornado viavel, possibilitando uma maior redugdo no
custo dos procedimentos (MACHADO, 2000). Nos estudos, os autores
apresentam achados concordantes quanto a efetividade dos LEDs (GIUSTI et
al., 2008; BEVILACQUA et al.,, 2007) e, ao compararem o fator reducéo
bacteriana com os laseres de baixa intensidade, ndo encontram diferencas
estatisticamente significativas (ZANIN et al., 2005). No presente estudo, foi
utilizado o dispositivo denominado “Bio Table” a qual foi desenvolvida pelo
Centro de Pesquisa em Optica e Fotonica (CEPOF) do Instituto de Fisica de
Sao Carlos (IFSC) da Universidade de Sédo Paulo. Ela é constituida por
lampadas do tipo LED (LXHL-PRO09, Luxeon® Il Emitter, Lumileds Lighting, San
Jose, Califérnia, USA) distribuidas uniformemente no interior do sistema éptico.
Sobre as lampadas foi acoplada uma placa de vidro difusora para permitir a
emissdo de luz uniforme em toda a superficie de iluminagdo do aparelho. A
“Bio Table” possui poténcia de saida constante de 400 mW/cm? e a luz emitida
se encontra numa estreita faixa do espectro fotomagnético,
predominantemente em 650 nm, na qual o corante empregado apresenta alta
capacidade de absorcdo de luz. A poténcia de saida deste dispositivo é um
fator importante a ser considerado, pois este valor, juntamente com o tempo de
iluminacéo, determina a quantidade de energia aplicada na amostra irradiada.
Essa quantidade de energia é denominada fluéncia ou dosimetria e € expressa
pela energia por area (J/cm?). Este protétipo foi usado por alguns estudos e
demonstrou efetivo potencial na reducdo microbiologica de diferentes
patogenos (GIUSTI, 2005; DOVIGO, 2007).

Foram selecionadas culturas de S. mutans para este trabalho, ja que é
sabido que tais microrganismos estdo envolvidos no processo de
desenvolvimento da carie dentaria (FEJERSKOV; KIDD, 2005). Sendo assim,
foram utilizadas para a realizacédo da parte experimental, uma cepa padrao de
S. mutans (ATCC 25175) de modo a servir como parametro de comparacao,
apos a TFD, com os dois isolados clinicos de S. mutans (43513 e 47513) os

quais sao oriundos de um ambiente em que houve troca de material genético
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entre as espécies e estiveram propensos aos desafios do meio bucal, podendo
apresentar um comportamento mais resistente frente a terapia (TEN CATE,
2006). A utlizacdo dessas suspensdes pode nao simular fielmente as
condi¢cdes encontradas in vivo, jA que, clinicamente, 0s microrganismos
encontram-se agrupados em comunidades complexas denominadas biofilmes
microbianos (CHANDRA et al., 2001; ZANIN et al., 2005). Segundo alguns
pesquisadores a sensibilidade de microrganismos a diferentes tipos de
tratamento diminui consideravelmente quando sdo avaliados nesta forma
(CHANDRA et al.,, 2001; TEN CATE, 2006). Contudo, foi demonstrado por
Giusti et al. (2008) uma reducado significativa na atividade metabodlica de
biofiimes de S. mutans apds fotossensibilizagcdo com 0,1 mg/mL de TBO e
iluminacdo com LED’s no comprimento de onda vermelho a 48 J/cm?. Dessa
forma, a utlizacdo da TFD, in vivo, aponta para um campo de estudo
promissor.

Na presente pesquisa, 0s resultados obtidos foram submetidos a
incubacdo e semeadura e placas de Petri e, para comprovar essas
observacdes, foi utilizada a microscopia confocal a laser. Metodologia similar
foi também utilizada em outros estudos (WOOD, 1999; SOUKOS et al., 2003;
ZANIN et al., 2006).

6.2 ASPECTOS INERENTES AOS RESULTADOS ALCANCADOS

Os resultados alcancados no presente estudo in vitro advém das
diversas combinagcBes possiveis de corante e fonte de luz, da iluminacéo
isolada do LED, da aplicacdo isolada do TBO e da susceptibilidade das
espécies de S. mutans a TFD.

No presente estudo, ndo foi observado crescimento bacteriano em

determinadas condicbes experimentais. Para a condicdo C+L+ (presenca do
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corante e da fonte de luz), a associacdo de duas concentracdes de TBO (25 e
250 pg/mL) e irradiacdo LED por 30s (12 J/cm?) impediu o crescimento das
espécies bacterianas de S. mutans estudadas. Quando a densidade de energia
foi aumentada, as espécies apresentaram comportamentos distintos. A
susceptibilidade da espécie de S. mutans (ATCC 25175) e do isolado de S.
mutans (43513) a TFD foram semelhantes nas densidades de energia de 24,
36 e 48 Jicm? Nessas situagdes, quando a densidade de energia foi
aumentada de 12 J/lcm? para 24 Jicm? observou-se uma inibicdo do
crescimento bacteriano utilizando-se uma menor concentracdo do corante (2,5
pg/mL). Neste caso, pode-se presumir que houve uma maior producdo de
oxigénio singleto, fazendo com que houvesse uma maior chance de destruicdo
de organelas intracelulares, levando a morte bacteriana. Para as dosimetrias
subsequientes (36 e 48 J/icm?), o aumento dos tempos de exposicdo do
conjunto a fonte de luz demonstrou néo existir efeito adicional, jA que ainda
manteve-se 0 mesmo comportamento a mesma concentracdo de TBO (2,5
pug/mL). Sendo assim, o LED pode ter efeito limitado, ja que o aumento da dose
de energia luminosa apresenta um limite de acado apds maxima inibicdo que ele
consegue atingir para aquela dose. Neste caso, a inviabilidade bacteriana pode
ter atingido a constante de morte na curva logaritmica, em que, por mais que
se aumente a densidade de energia, ndo havera efeito adicional na
inviabilidade total bacteriana.

O isolado clinico de S. mutans (47513) apresentou comportamento
distinto quando submetido a essa mesma condicdo experimental (A+L+). Neste
caso, o isolado quando submetido as dosimetrias estudadas (12, 24, 36 e 48
Jlcm?) associado & concentracdo de TBO a 2,5 ug/mL ndo apresentou uma
resisténcia a terapia logo no inicio, como foi observado para a dose de 12
Jlcm? para as outras duas espécies. Nesta situacdo apresentou inviabilidade
bacteriana, mantendo-se este mesmo comportamento até a Ultima dosimetria
estudada. O que se pode prever é que esse isolado clinico, mesmo
constituindo-se uma cultura selvagem, com todos seus mecanismos de defesa
e troca de material genético, pode apresentar uma maior sensibilidade a
terapia, jA que ha diferentes tipos de S. mutans catalogados com diversos
gendtipos (TEN CATE, 2006).
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Quando o TBO foi utilizado em uma menor concentracédo (0,25 pug/mL)
associado as densidades de energia estudadas, foi observado um
comportamento semelhante para os trés tipos de S. mutans. Para essa
situacdo, foi notada viabilidade bacteriana, por mais que se aumentasse 0
tempo de exposicdo a fonte de luz LED. Essa situacdo pode ser explicada pela
utilizacdo de uma concentracdo minima do corante, o que pode ter interferido
diretamente sobre a producéo de 6xidos reativos e, conseqientemente, sobre
a inviabilizag&o bacteriana.

Os dados obtidos dentro da condicdo experimental C+L+ demonstraram
que a inativacdo dos microrganismos avaliados foi conseguida as custas da
associacéo da fonte de luz LED e das diferentes concentracées de TBO para
as trés espécies estudadas. No presente estudo, 0 aumento das concentracdes
de TBO e das dosimetrias do LED sugerem ter influéncia nos resultados da
TFD. Contudo, esse efeito ndo pode ser evidenciado de forma clara, ja que os
resultados foram baseados em presenca de inibicdo (-) ou viabilidade
bacteriana (+). E valido lembrar que foram utilizados intervalos em que se
concentrou o corante em 10 vezes. Sendo assim, ndo foi possivel afirmar
categoricamente que a concentracao que inviabilizou o crescimento bacteriano
€ a Unica a gerar a morte bacteriana, j& que em concentracdo menor ou
proxima daquela que ndo atingiu a inviabilidade, possa ter um efeito destrutivo
as espécies. Contudo, nessas concentracdes intermediarias pode ter existido
inibicdo parcial dessas espécies, 0 que, para o controle de doencas infecciosas
como a carie dentaria, é de grande relevancia, ja que pode diminuir a viruléncia
dessas espécies (TEN CATE, 2006). De forma semelhante aos resultados
encontrados, outros estudos também observaram que a concentracdo do
corante e a dose de luz interferem na efetividade da fotossensibilizacdo de S.
mutans por corantes fenotiazinicos (GIUSTI et al., 2008; ZANIN et al., 2005).
Usacheva, Teichert e Biel (2001) observaram que o grau de dano fotodinamico
foi dependente da concentragcdo do corante (TBO), da intensidade e da
dosimetria da fonte de luz.

O controle do crescimento das espécies de S. mutans por meio da TFD
pode apresentar importantes vantagens em relacdo aos tratamentos

convencionais como o controle quimico (bochechos com clorexidina) e o
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mecanico (remocdo do tecido cariado). O que tem se demonstrado é que a
terapia convencional mecanica, além de utilizar tecido dentario sadio como
forma de acesso a cavidade para eliminar completamente a lesdo de cérie,
nem sempre essa eliminagéo € de toda satisfatoria devido as recidivas de céarie
(BURNS; WILSON; PEARSON, 1995; TSAI et al., 2004). Além disso, a terapia
que faz uso da clorexidina, a longo prazo, pode gerar desconforto ao paciente,
trazendo-lhe diferentes sintomatologias (HILDEBRANDT, 1992). Sendo assim,
a atuacao odontologica nesse caso ndo deve basear-se apenas na cura ou
eliminacdo do sitio infectado, mas na conscientizacdo do paciente em realizar
um controle adequado do biofilme dentario, o que, no campo odontopediatrico,
é de singular dificuldade devido a imatura coordenacdo motora e a falta de
supervisao dos responsaveis. Portanto, bactérias provenientes de biofilmes
dentarios podem ser inativadas em condicdes in vitro.

A inativacdo microbiana também foi conseguida quando da utilizacéo
isolada do corante TBO em duas concentragfes distintas (25 e 250 pg/mL)
para as trés espécies, situacdo denominada C+L- (presenca do corante e
auséncia da fonte de luz LED). Isso pode ser devido ao aspecto toxico em altas
concentracfes quando em contato com as espécies estudadas (Tabelas 2, 3 e
4). A cepa padrdo de S. mutans (ATCC 25175) apresentou uma maior
sensibilidade ao contato isolado do TBO, ja que esta cultura é tida como pura,
nao apresentando os mecanismos de resisténcia adquiridos pelos isolados
clinicos (TEN CATE, 2006).

Achado obtido no estudo, foi que a aplicacdo isolada da fonte de luz LED
(0 J/cm?) ndo surtiu efeito no crescimento bacteriano sobre as culturas de S.
mutans estudadas. Nesta situagcdo (C-L+) por mais que se aumentassem as
dosimetrias, ndo se atingiu a controle do crescimento bacteriano. Sendo assim,
o mecanismo (PERUSSI, 2007; MACHADO, 2000) de que para existir
inviabilidade bacteriana é necessaria a intermediagdo de uma substancia
corante ou FS para prover a formacao das ROS (formas de oxigénio altamente
reativo), os quais sdo utilizados metabolicamente pelas bactérias, levando a
prépria morte bacteriana, foi provada pela presente pesquisa.

Neste estudo, os resultados indicaram que a TFD representa uma

alternativa promissora e viavel para o tratamento e prevencao da cérie dentéria
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in vitro. O que se pretendeu foi delimitar alguns parametros para guiar futuros
estudos in vitro com outros corantes e FS, ja que a extrapolacdo para estudos
in vivo deve ser abordada com cautela. Alguns aspectos dessa modalidade
ainda precisam ser esclarecidos, como a influéncia da saliva na terapia, o
estudo da efetividade de outros FS e corantes e os efeitos citotoxicos dessa

terapia sobre os tecidos adjacentes.
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7 CONCLUSOES

Com base nas condicdes experimentais do presente estudo, foi possivel

concluir que:

1. A utilizacdo da terapia fotodinamica com LED’s associada ao corante TBO
foi efetiva na inativacdo da cepa padrédo de S. mutans (ATCC 25175) e dos
dois isolados clinicos (43513 e 47513);

2. A viabilidade/inviabilidade dos microrganismos foi dependente da
concentracdo do TBO e dosimetria aplicada;

3. A combinacdo de 2,5 pg/mL do TBO (concentracdo minima) com
iluminacdo a 24 Jicm® (dosimetria minima) dos LED'’s foi efetiva no
controle in vitro das trés espécies de S. mutans estudadas.
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APENDICE 1

Célculos realizados para a obtencéo dos tempos de iluminacéo das

amostras de S. mutans

A dose de luz (J/cm?) é calculada por meio de uma férmula, na qual o
seu valor é diretamente proporcional & intensidade de luz do parelho (W/cm?) e
ao tempo de iluminacéo (segundos):

Dose (J/cm?) = (W/cm?) X T (s)
E importante ressaltar que a intensidade de luz é obtida por meio da
multiplicacdo da poténcia de saida do aparelho (W) pela area de iluminacao
(cm?).

Este valor é fixo e foi fornecido pelo Instituto de Fisica de Sdo Carlos
(IFSC) juntamente com as instrugdes para utilizagdo da “Bio Table”. Como na
maioria das fontes de luz, o valor da intensidade foi fornecido na unidade mw,
ou seja, Watts divididos por mil. Portanto, para inserir esse valor na formula, foi
preciso fazer a transformacdo de unidades. Dessa forma, o valor da
intensidade de 400 mW/cm? foi convertido para 0,4 W/cm?.

e Célculo do tempo de iluminacéo para a dosimetria de 12 J/cm?:
Dose (J/cm?) = | (W/em?) x T (s)

12 Jlem® = 0,4 W/icm? x T

T =12 Jlem?/ 0,4 W/cm?

T = 30 segundos

e Célculo do tempo de iluminagéo para a dosimetria de 24 J/cm?:
Dose (J/cm?) = | (W/cm?) x T (s)

24 Jlcm?=0,4 Wicm?x T

T = 24 J/cm? / 0,4 W/cm?

T =60 s ou 1 minuto



Apéndices 138

e Célculo do tempo de iluminagéo para a dosimetria de 36 J/cm?:

Dose (J/cm?) = | (W/cm?) x T (s)

36 Jicm® = 0,4 W/cm® x T

T =36 J/cm?/ 0,4 W/cm?

T =90 s ou 1 minuto e 30 segundos

e Célculo do tempo de iluminagéo para a dosimetria de 48 J/cm?:
Dose (J/cm?) = | (W/cm?) x T (s)

48 J/cm® = 0,4 Wicm? x T

T =48 J/cm®/ 0,4 W/cm?

T =120 s ou 2 minutos
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APENDICE 2

Tabela 1 - Condi¢cBes experimentais avaliadas para cada microrganismo exposto a terapia
fotodinamica

Parametros da Terapia Fotodindmica
Condicdes experimentais
Dosimetria (J/cm®) Concentragdo do TBO (ug/mL)
1C-L- N -
2C-L+ 12 -
3C-L+ 24 -
4 C-L+ 36 -
5C-L+ 48 -
6 C+L- - 0,25
7 C+L- - 2,5
8 C+L- - 25
9 C+L- - 250
10 C+L+ 12 0,25
11 C+L+ 12 2,5
12 C+L+ 12 25
13 C+L+ 12 250
14 C+L+ 24 0,25
15 C+L+ 24 2,5
16 C+L+ 24 25
17 C+L+ 24 250
18 C+L+ 36 0,25
19 C+L+ 36 2,5
20 C+L+ 36 25
21 C+L+ 36 250
22 C+L+ 48 0,25
23 C+L+ 48 2,5
24 C+L+ 48 25
25 C+L+ 48 250
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