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Resumo

QUERQO, I. B. Emprego da Terapia Fotodinamica na Remissédo Microbiologica
de Biofilme Supragengival Aderido a Superficie Dental. Ribeirdo Preto, 2018.
94p. [Dissertagédo de Mestrado]. Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
Sao Paulo.

O acumulo de biofilme sobre a superficie dental pode gerar diversas
complicacbes para a cavidade bucal, além de acometer a saude geral do
individuo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vivo a capacidade do
emprego da irradiacdo com laser de Diodo no biofilme bacteriano dental
maduro na inativacdo dos micro-organismos presentes. Foram selecionados 12
voluntarios com acumulo de biofilme sobre a superficie vestibular dos dentes.
O presente estudo foi fatorial, com periodo de realizacdo da irradiacdo em 2
niveis (controle/sem irradiacao e apos a irradiacdo) e o tipo de tratamento em 2
niveis (irradiacdo de laser de Diodo com 660 e 970 nm). Foram testados 4
sitios de cada voluntéario, divididos aleatoriamente em 2 grupos/4 subgrupos
experimentais. Inicialmente, foram coletadas 2 amostras iniciais do biofilme.
Cada amostra foi inserida em um tubo Eppendorf correspondente contendo o
fluido de transporte reduzido (RTF). Em seguida, previamente a irradiacado, foi
aplicada uma dose do fotossensibilizador azul de metileno sobre toda a
superficie vestibular com um tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos. A
irradiacao foi realizada sobre a superficie vestibular na forma de varredura. As
amostras irradiadas foram coletas e dispersadas em um tubo Eppendorf
correspondente. As amostras foram diluidas em RTF e semeadas em meio de
cultura MM10 Sacarose Agar em duplicata. Apos 7 dias em anaerobiose a
37°C, foram contadas as unidades formadoras de colonias (UFC) de cada
amostra sobre a superficie da placa. Foi realizada a comparacao da quantidade
de UFC/mg antes e apds os tratamentos. Os dados foram analisados pelos
testes de Wilcoxon e Mann Whitney com a=0,05. Pode-se observar que ambos
os tratamentos realizados foram capazes de diminuir estatisticamente (p<0,05)
0 numero de micro-organismos presentes no biofilme bacteriano maduro, ndo
havendo diferenca significante entre eles. Conclui-se que os dois comprimentos
de onda do laser de diodo apresentaram comportamentos similares,
promovendo uma acao bactericida sobre o biofilme dental maduro.

Palavras-chave: Biofilme; Laser de Diodo, Terapia Fotodinamica; Avaliacéo
Microbiologica.
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Abstract

QUERO, I. B. Use of Photodynamic Therapy in the Microbiological Remission of
Biofilms Adhered to the Dental Surface. Ribeirdo Preto, 2018. 94p. [Dissertacao
de Mestrado]. Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

Biofilm is a highly structured community capable of causes many bacterial
diseases that affects health and quality of life, causing several clinical
conditions, such as dental caries. Therefore, the aim of this study was to
evaluate in vivo the bactericidal ability of antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) against a complex biofilm. It was selected twelve volunteers with biofilm
accumulation over enamel surface. The presente study was factorial, the
irradiation time was diveded in 2 levels (control/without irradiation and after
irradiation) and the treatment in 2 levels too (irradiation with a Diode laser with
660 nm and 970 nm). Each volunteer had 4 samples tested, divided randomly
into 2 groups/4 subgroups. Before treatments, 2 sample of complex biofilm were
collected and stored in reduced transport fluid (RTF) to maintain the viability of
the microorganisms. Thereafter, another two corresponding areas with biofilm
were irradiated with Diode laser, according to their experimental groups. Which
sample was collected and stored in RTF. The biofilm samples from all the
experimental groups were diluted in the same RTF as they were stored. All of
the samples diluted were cultured in culture media MM10 Sucrose Agar and
incubated in anaerobic atmosphere at 37°C. After 7 days, the samples were
analysed and the total of colony-forming units (CFU) was determined. A
comparison of the CFU/mg of samples before and after treatments was made.
Data were analysed using Wilcoxon and Man Whitney test (a=0.05). Both
treatments were able to statistically reduce (p<0.05) the number of
microrganisms presentes at a complex biofilme, so there were no significant
differences between them. The conclusion is that both wavelength of diode
laser behaved in similar ways, acting as a bactericidal agent on a complex oral
biofilm.

Key-words: Biofilm; Diode Laser; aPDT; Microbiological Evaluation.
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1. Introducao

A microbiota da cavidade bucal € composta por mais de 700 espécies
bacterianas (1,2,3), onde sua grande maioria esta organizada na forma de
biofilme. Essa microbiota é adquirida ao longo da vida; ao nascimento a
cavidade bucal dos recém-nascidos é estéril, e através do contato com a méae,
alimentos, leite e 4gua contaminados ha a formacdo da microbiota residente
(2). Os micro-organismos presentes na cavidade bucal a coloniza de maneira
transitoria, e a microbiota residente se origina através dos micro-organismos
capazes de se instalar de maneira definitiva (2). Isso pode ser explicado devido
ao fato da cavidade bucal ndo ser um ambiente uniforme, sendo influenciado

por fatores fisico-quimicos especificos, além de sua diversidade anatdmica (2).

Previamente a colonizacédo bacteriana ha a formacdo de uma estrutura
denominada pelicula adquirida. Ela € formada sobre a superficie dental,
mesmo apos vinte segundos da profilaxia realizada no consultério, sendo
classificada como uma camada acelular que pode ser colonizada pelos micro-
organismos presentes na saliva (2). O biofilme € organizado sobre a superficie
dessa pelicula através da aderéncia irreversivel de micro-organismos
unicelulares envoltos por uma matriz de polissacarideos extracelular, podendo
ser formado a partir de uma ou diversas espécies bacterianas (2). Pode
também infiltrar-se na regido subgengival através de colonizacdes de outros
grupos bacterianos. Sua aderéncia € especifica em superficies duras, como o
esmalte dental, ndo sendo possivel o desenvolvimento em mucosa devido a
sua constante descamacdo (2). Ainda, alguns materiais odontolégicos
comumente utilizados, como resina composta, amalgama, coroas ceramicas e
metalicas e aparelhos ortodonticos, tendem a possibilitar um maior crescimento

do biofilme do que as proéprias estruturas dentais (3).

Classificado como o primeiro colonizador da pelicula adquirida algumas
espécies do género estreptococos sao responsaveis na formacdo do biofilme.
Nessa etapa inicial ocorre a especificacdo da colonizac&do bacteriana, onde as
bactérias com pouca afinidade pela microbiota local sdo eliminadas pelo fluxo
salivar (2). Durante sua maturacdo ha a formacdo de coldnias que sao

embebidas em uma matriz extracelular, sendo influenciadas pelo meio em que



38| 9wtroducao

estdo inseridas (1). Para que esse material seja danoso deve ocorrer um
desequilibrio no ecossistema do biofime, podendo favorecer o
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos. Algumas espécies de
estreptococos do grupo mutans (S. mutans e S. sobrinus) sdo considerados
uns dos micro-organismos mais cariogénicos e 0s principais iniciadores de
doencas da cavidade bucal (4). A carie € considerada uma doenca crbnica e
infecciosa, para seu desenvolvimento é necesséria uma interagdo no tempo
certo entre um hospedeiro suscetivel, micro-organismo cariogénicos e uma

dieta rica em sacarose e carboidratos fermentaveis (2,5).

O biofilme é caracterizado como cariogénico quando ha o acumulo de
bactérias na superficie dental enredadas em uma matriz rica em
exopolissacarideos (6). Quando a matriz envolve as coldnias ha a presenca de
um pH baixo em seu interior, sendo muito resistentes a neutralizacao,
formando um ambiente extremamente acido (6). Como consequéncia dessa
diminuicdo do pH e mudanga na homeostase local da microbiota residente,
ocorre uma dissolu¢cdo quimica local da superficie dental (7). Isso se d& devido
a eventos metabdlicos que causam uma desmineralizacdo dos tecidos duros
dentais. Quando o organismo ndo consegue neutralizar o pH e ativar a
remineralizacdo se instala um processo infeccioso. A doenca carie € uma das
principais complicagdes gerada pelo acumulo de biofilme bucal, e afeta apenas
a estrutura dental, ndo envolvendo tecidos adjacentes. Quando nao tratadas,
as lesdes de céarie evoluem levando a perda de grande parte da estrutura
mineralizada dos dentes, podendo levar a quadros de pulpite e necrose e

destruicdo irreversivel do dente, além de ser um foco infeccioso (7).

Além do aparecimento de lesdes cariosas, 0 acumulo do biofilme pode
gerar complicagcdes periodontais. Para seu desenvolvimento é necessaria a
presenca de biofilme na regido subgengival. Esse material substitui a
microbiota residente da superficie dental e células epiteliais por outra
comunidade de micro-organismos (2). As doencas periodontais envolvem o
tecido gengival, ligamento periodontal, osso alveolar, cemento e tecidos de
sustentacdo do dente, manifestando-se na forma de gengivite e periodontite.
As bactérias patogénicas responsaveis pelo desenvolvimento da doenca nao

conseguem atuar sozinhas, elas precisam de uma resposta imunoinflamatoria
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do hospedeiro. Frente as toxinas produzidas pelas bactérias, ocorre a ativacao
de macréfagos e leucocitos polimorfonucleares que produzem mediadores
inflamatérios e outras citocinas (8). Esses mediadores produzidos pelo
organismo do hospedeiro sdo 0s responsaveis pelo aparecimento dos sinais e
sintomas da doenca (8). Com o avancgo progressivo da destruicdo dos tecidos
de suporte o hospedeiro pode vir a perder o elemento acometido pela doenca
caso nao ocorra nenhum tipo de intervencdo. Acredita-se que a infecgéo
cronica causada pela doenca periodontal pode estar relacionada a outras
doencas fora da cavidade bucal, como a doenca cardiovascular aterosclerotica
(9). Essa contaminacgéo ocorre através do contato bacteriano com a corrente

sanguinea.

Outa consequéncia do acumulo de biofilme é a periimplantite. Com a
viabilizacdo do uso de implantes osseointegrados houve um aumento do
namero de pecas instaladas, porém, acompanhando esse crescimento, o
surgimento de doencas periimplantares se tornou cada vez mais comum (10).
N&o se sabe ao certo quanto a iniciagdo da doenca, mas pode-se afirmar que o
principal causador é de origem bacteriana, associado com fatores de risco (11).
Apesar de todos os tratamentos implementados, nenhum se provou totalmente
eficaz contra a inflamacado tecidual, sendo, atualmente, a melhor solucédo a

prevencao (10).

Além do envolvimento com a cavidade bucal, o acimulo de biofilme
pode gerar diversas complicagbes em todo o organismo (12-14). Pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva, entubados e que fazem uso de
ventilacdo mecanica estao sujeitos a maiores infec¢des. Isso ocorre devido ao
acumulo de biofilme bucal por negligéncia da higiene, junto com sua
colonizacdo por patdgenos respiratorios provenientes do ambiente hospitalar
(12,15,16). Visto os danos causados, € recomendada a manutengdo da saude
bucal em centros de UTI para evitar uma disseminacdo bacteriana,

principalmente em casos de pacientes imunossuprimidos.

Diversas condutas tém sido estabelecidas para desorganizar, remover e
inativar os micro-organismos. E considerado padrdo ouro a remogio mecanica

através da escovacdo com dentifricio fluoretado e fio dental, porém nem todo
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paciente consegue manter um controle adequado. Essa falha na higienizacao
pode ser causada por diversos fatores. Pode estar envolvido a falta de
instrucdo ao paciente, nivel socioecondmico, limitagdes mecanicas, idade,
sensibilidade bucal, entre outros. Frente a esse quadro, o paciente deve
procurar um profissional capacitado para remocdo do biofiime e receber
instrucbes sobre a higiene bucal. No consultorio odontoldgico é realizada a
profilaxia para desestruturar e remover as col6nias bacterianas, porém ha uma
disseminacdo de micro-organismos no meio interno (bucal) e externo
(consultorio). Essa disseminacdo ocorre na forma de aerossol onde ha a
suspensao de pequenas particulas e goticulas contaminadas no ar, oferecendo
um risco biologico (3,17). Dessa forma, um meio de conter a viabilidade desses
micro-organismos previamente a profilaxia € interessante para evitar possiveis

contaminacdes.

Outros meios, como 0s quimicos, podem vir a ser utilizados apenas
como complemento. O uso excessivo de agentes quimicos pode proporcionar o
desenvolvimento de espécies resistentes aos agentes antimicrobianos
convencionais, levando a futuras infec¢des crénicas (2,18). Diversos produtos
podem ser usados para bochecho, como principal agente quimico ha a
clorexidina (19); e como um coadjuvante natural temos o 6leo de coco e
extratos de plantas (20). Porém, o problema com esses métodos é a demanda
de tempo e ineficacia, respectivamente, ndo sendo viaveis. Ainda, 0 uso
continuo da clorexidina leva a uma alta tolerancia por parte dos micro-

organismos e apresenta diversos efeitos adversos (2).

Uma solucdo alternativa a remissdao bacteriana é o emprego de
protocolos clinicos de fototerapia que atuam no controle do biofilme dental,
proporcionando uma manutencdo da saude bucal dos individuos (2,21). A
terapia laser pode causar diversas reacdes nos tecidos bucais (duros e moles)
dependendo do nivel de energia aplicada (22). Ha diversos tipos de aparelhos
laser e estes se organizam de acordo com o seu meio de acéo (2), podendo
ser classificados como lasers cirargicos (alta poténcia) e lasers terapéuticos
(baixa poténcia). Como exemplo temos Lasers Gasosos (Laser de Dioxido de
Carbono, de Argbnio, Criptbnio e Nitrogénio), Lasers Quimicos (Laser Coil),

Lasers Corante, Lasers de Vapor de Metal (Laser Hélio-Cadmio), Lasers
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Solidos (Laser de Rubi), Lasers YAG (Laser Nd:YAG, Er:YAG), Lasers
Semicondutores (Laser de Diodo), entre outros (2). Para diferentes tipos de
aparelhos laser h& diferentes tipos de reacdes teciduais, ja que seu efeito é
altamente influenciado meio de ac&o e o tipo de poténcia empregada. No caso
do laser de alta poténcia, estima-se que sua energia penetra e espalha-se nos
tecidos circundantes durante sua aplicagcdo (22), promovendo uma acéo
antimicrobiana através de uma esterilizagdo térmica da superficie irradiada
devido as altas temperaturas emitidas pela luz (2). O laser de baixa poténcia
promove biomodulacdo, apresenta resultados de regeneracédo e cura tecidual,
estimula o desenvolvimento celular e respostas anti-inflamatérias, assim como
um aumento na proliferacdo celular (23). Isso ocorre por efeitos fotoquimicos e
fotoelétricos, restabelecendo o equilibrio biolégico celular, sem apresentar

efeito antimicrobiano quando utilizado isoladamente (2).

Terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) é um moderno protocolo de
desinfeccdo baseado na combinacdo de um agente fotossembilizador néo-
toxico (como o azul de toluidina, azul de metileno e circuma) com uma fonte de
luz (no comprimento de onda apropriado), na presenca de oxigénio (2,3,24). A
aPDT era utilizada inicialmente para o tratamento de tumores através da
aplicacdo de um fotossensibilizador sistémico ativado por uma fonte de luz
apropriado (24). Com a evolucéo das pesquisas, a aPDT esta se disseminando
em diversos campos da medicina, envolvendo desde o tratamento de céncer
até condicbes dermatologicas (3). Na odontologia, essa terapia se mostrou
eficaz na reducéo de micro-organismo (bactérias, virus e fungos) provenientes
do biofilme oral (3). Seu mecanismo de ac¢éo funciona através da interacdo de
moléculas com o fotossensibilizador excitado pela irradiacdo laser que produz
hidroxilas e outros radicais livres através da sua interacdo com aceptores de
elétrons (fotoprocesso tipo 1) ou incita a producdo de oxigénio singlete
altamente reativo através da interacdo com oxigénio molecular (fotoprocesso
tipo 11) (2,3,24).

Tem sido observado que em diversas areas da odontologia tém
empregado protocolos laser com propésitos diferentes obtendo resultados
positivos. Na periodontia hd uma remissdo da bolsa periodontal, diminui¢cdo da

inflamac&o e uma melhor remocao dos patégenos do complexo vermelho (25-
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27). Na cirurgia sé@o vistos casos de diminuicdo da infeccdo em osteonecrose
mandibular, cura de defeitos 6sseos maxilomandibulares e alivio no
desconforto pos-cirirgico de terceiros molares (28-30). Na endodontia o0s
resultados mostraram uma remisséo bacteriana total através da associacdo de
laserterapia (25,31). Nos exemplos citados acima as areas séo fechadas e o

protocolo é para fins curativos, portanto € interessante buscar resultados

clinicos com um protocolo para areas abertas e com finalidade profilatica.

A utilizacdo do laser de baixa poténcia tem como vantagem a rapidez da
aplicacao, obtencédo de resultados positivos e ser de facil transporte. Pacientes
acamados e com locomocéao reduzida que ndo conseguem comparecer a um
consultério odontolégico pode receber tratamento em casa. O protocolo
também pode ser inserido na rotina de pacientes em tratamento de cancer de
cabeca e pescoco. Como efeito adverso ao tratamento, esses pacientes
apresentam casos de mucosites, lesdes que causam muita dor e impedem o
paciente de realizar tarefas béasicas (32). Como o protocolo laser ja é
implementado para dor (33) ele pode ser incluido para a desinfec¢éo, ja que a
higienizacdo é prejudicada devido as condi¢cdes bucais. Pacientes que fazem
uso de medicamentos ou que possuem desordens genéticas que causam
hiperplasia gengival sentem muita sensibilidade. Esse desconforto prejudica
ainda a higiene bucal por falta de escovacédo, havendo um acumulo maior de
biofilme e inflamacdo gengival. Como a primeira intervencdo odontoldgica
também gera grande desconforto pode ser aplicado o protocolo laser para a
remissao da inflamacdo e o numero de micro-organismo. ApoOs a estabilizacao
do caso o paciente estara apto ao tratamento completo com remog¢&ao mecanica
e controle do biofilme (34). Pacientes portadores de necessidades especiais
precisam de intervencdo profissional e servicos especializados para o auxilio
da saude bucal (35). Muitas vezes esses pacientes apresentam limitacdes
mecanicas e mentais que impedem a realizacdo dessas tarefas,
comprometendo a saude bucal e geral, sendo benéfico a aplicacao laser como

prevencéao de futuras doencas.

Outro ponto vantajoso deste tratamento € sua acdo minimamente
invasiva, podendo passar a ser usado para adaptacdo de pacientes jovens

inseguros e temerosos. Além de criar um vinculo inicial com o profissional o
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tratamento ja € iniciado. Essa conduta de protocolo laser ja foi comprovada
com eficdcia na pediatria, usando outro tipo de fototerapia, apresentando
resultados positivos quanto os fins bactericidas (36).

Frente as limitagBes que ocorrem para remog¢do do biofilme bacteriano e
buscando evitar diferentes tipos de contaminacdo estudados in vivo s&o
necessarios com a funcéo de estabelecer um protocolo para inativar ou reduzir

0S micro-organismos através do uso da fototerapia.
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2. Proposicao

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da irradiacdo laser
empregando diferentes comprimentos de onda do laser de Diodo (660nm e
970nm), com diferentes protocolos, com a finalidade de inativar os micro-

organismos presentes no biofilme bacteriano maduro.

Objetivos Especificos

e Quantificar as unidades formadoras de colénias (UFC) microbianas

presentes no biofilme antes e apds a irradiacao laser;

e Comparar os tratamentos experimentais quanto a remissdo bacteriana.
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3. Material e Métodos

hY

O presente estudo foi previamente submetido a apreciacdo e
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto (Processo n° 2.820.736; Anexo 1) e ao Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Saude Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (n° 2.833.228; Anexo 2).

Delineamento Experimental

O presente estudo foi fatorial, com periodo da realizacdo da irradiacédo
em 2 niveis (controle/sem irradiacdo e apos a irradiacao) e tipo de tratamento
em 2 niveis (irradiac@o de laser de Diodo com comprimento de onda de 660 e
970 nm). A unidade experimental foi composta por 12 voluntarios, onde 4 sitios
foram testados em cada voluntario, divididos aleatoriamente em 2 grupos/4
subgrupos experimentais.

A variavel de resposta quantitativa foi a contagem UFC/mg de massa
Uumida de biofilme supragengival realizada em duas etapas: antes da aplicacdo
laser; e imediatamente apos a irradiacdo uma nova contagem de UFC/mg de
massa Umida de biofilme supragengival. Assim, foi analisado o numero de

colonias e proliferacdo bacteriana com e sem os protocolos laser.

Paciente
(n=12)

Hemi-Arco Hemi-Arco

Direito Esquerdo

Biofilme in Biofilme Apos Biofilme in Biofilme Apos
Natura Irradiag&@o Protocolo 1 Natura Irradiag&@o Protocolo 2

Figura 1- Fluxograma expressando o delineamento experimental.

Preparo do meio de cultura e liguido de transporte

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi 0 MM10 Sacarose Agar
(Figura 1) e o liquido de transporte foi o Fluido de Transporte Reduzido,
propostos por Syed et al (37,38).
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Figura 2- Preparo do meio de cultura MM10 Sacarose Agar. A. meio de cultura autoclavado.

B. preparo das placas de cultura em capela de fluxo laminar.

Selecdo dos voluntarios

Foram selecionados voluntarios de ambos os sexos, residentes em
Ribeirdo Preto, com idade entre 10 e 40 anos, esclarecido, com disponibilidade
de tempo para comparecer a Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto e ao
Nucleo de Saude da Familia 3. Os voluntarios foram orientados sobre a
metodologia do trabalho, seus riscos e beneficios, e apds receberem estas
informagdes assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
concordando em participar e colaborar com a execuc¢éo da pesquisa. Em casos
de pacientes menores de idade, as informacdes foram passadas a ambos,
sendo assinado pelo responsavel legal o “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido” e pela crianca o “Termo de Assentimento Livre e Esclarecido”.
Anteriormente ao inicio da execucdo do experimento, os voluntarios foram
submetidos a anamnese e exame clinico, sendo excluidos pacientes que
apresentavam doencas sistémicas, que faziam uso de medicamentos que
alteram o fluxo salivar, mulheres gravidas e lactantes e pacientes que nao

apresentavam acumulo de biofilme sobre a superficie dental.

Coleta do biofilme antes da irradiacao

Previamente a coleta do material biologico, foi pipetado 1 ml do fluido de
transporte reduzido (RTF; Figura 2A) em microtubo de polietileno do tipo
Eppendorf (tubo Eppendorf) para armazenamento da amostra coletada. Esse

fluido conserva o material bioldgico de forma que o mesmo nao sofra danos e
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alteracbes antes de ser preparado para cultura. Logo apos, os tubos foram
pesados em balanca analitica (Bel Equipamentos Analiticos LTDA, SP, Brasil)
para obtencao do valor de sua massa inicial para futuras comparacdes (Figura
2B).

Figura 3- A. Preparo dos tubos Eppendorf com o liquido de transporte RTF. B. Mensuragédo da

massa inicial dos tubos Eppendorf contendo o liquido de transporte RTF em balanca analitica.

Para o experimento, 0 voluntario precisava apresentar um acumulo de
biofilme na superficie vestibular dos elementos dentais (Figura 3A) em ambos
quadrantes da arcada. O instrumento utilizado para a coleta foi uma colher de
dentina previamente selecionada e esterilizada, individual para cada amostra,
para a remocao de aproximadamente dois miligramas de massa umida (Figura
3B). O material removido foi depositado em um tubo Eppendorf sinalizado
conforme a area e tempo do experimento (Figura 4), resguardando o contetdo
liguido do tubo de modo que ndo houvesse nenhuma perda do material através
do contato da cureta com o RTF. Esse procedimento de coleta prévia a
irradiacdo foi realizado em 1 dente de ambos os hemi arcos, obtendo, desse

modo, as duas amostras iniciais.
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Figura 4- Perfil de paciente selecionado para participar da pesquisa. Na figura A observa-se
um acumulo de biofilme sobre a superficie dental. Na figura B indica-se a quantidade

necessaria da amostra coletada.

Figura 5- Dispersdo do material coletado em tubos Eppendorf sinalizados conforme o

tratamento e o tempo do experimento.

Procedimento de irradiacdo laser

Apbs a coleta inicial do biofilme, foi aplicado o agente fotossensibilizador
azul de metileno na concentracdo de 0,005% (Chimiolux, DMC, S&o Carlos —
SP; Figura 5A). Sua aplicacdo foi realizada em toda a superficie dental dos
elementos selecionados, com um tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos (Figura
5B). ApOs essa etapa, foi feito um sorteio para aleatorizar os sitios para a

aplicacao de cada grupo.
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Figura 6- A. Fotossensibilizador azul de metileno da Chimiolux, DMC, na concentracdo de

0,005%. B. Aplicag&o do fotossensibilizador sobre o biofilme bacteriano maduro.

Antes do experimento, foi realizado a mensuragéo da energia de output
liberada pelos aparelhos laser utilizados, e entdo foram calibrandos para os
valores preconizados neste estudo.

Grupo | — O biofilme dental e a superficie do dente foram irradiados com
laser de diodo de comprimento de onda de 660 nm (Whitening Laser Il, DMC,
Sédo Carlos, SP, Brasil; Figura 6A) com uma fibra éptica de 200 um de
didmetro, posicionado perpendicularmente a superficie varrendo toda regidao do
biofilme dental. Os parametros empregados foram: poténcia de 0,1 W, corrente
continua, por um tempo de 90 s de varredura no modo ndo contato com
energia total depositada de 9 J, e densidade de energia de 318,31 J/cm?.

Grupo Il - O biofilme dental e a superficie do dente foram irradiados com
laser de diodo de comprimento de onda de 970 nm (Sirona Laser, Sirona
Dental, Bensheim, HE, Alemanha; Figura 6B) com uma fibra optica de 300 ym
de didametro, perpendicularmente a superficie varrendo toda regido do biofilme
dental. Empregou-se a poténcia de 0,4 W, corrente continua, por um tempo
de 11 s de varredura no modo ndo contato com energia total depositada de 9 J

e densidade de energia de 565,88 J/cm?.
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Figura 7- Lasers de Diodo utilizados com os pardmetros de tratamento. A. laser de Diodo DMC

Whitening Laser Il. B. laser Sirona.

A irradiacdo foi empregada em toda a superficie vestibular do dente em
questdo, envolvendo até as ameias proximais, no modo varredura (Figura 7).
Durante o experimento, o0 voluntario recebeu paramentacdo com o
equipamento de protecdo individual (EPI) preconizado pelo fabricante do

aparelho, protegendo o paciente durante a aplicacao do tratamento (Figura 8).
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Figura 9- Paciente devidamente paramentado com o EPI preconizado pelo fabricante. A.
oculos de protecéo do aparelho Whitening Laser 1I; B. Oculos de protecéo do aparelho Sirona

Laser.

ApoOs a realizacdo dos tratamentos, o biofilme irradiado foi coletado e
armazenado da mesma maneira que o controle, conforme citado anteriormente.
Os Eppendorfs foram identificados e armazenados em um recipiente
apropriado para transporte, sendo mantidos sobre refrigeracdo (4°C) até o
processamento da amostra. O transporte do material ao laboratério foi
realizado imediatamente apdés sua coleta para evitar alteracdes

microbiolégicas.

Preparo das amostras

Os tubos contendo os materiais biolégicos coletados passaram por uma
nova mensuracao para obtencdo da massa final. Sendo assim, as medi¢des
iniciais foram comparadas com as finais, resultando no valor da massa Umida
coletada para cada amostra. Os procedimentos para preparo da amostra foram
executados em Capela de Fluxo Laminar, a fim de manter o material em
seguranca bioldgica e evitar contaminacao.

Em todos os tubos foram adicionadas pérolas de vidro estéril e os
mesmos foram submetidos a agitacdo por dois minutos em Vortex (Figura 9),

com a finalidade de dispersar os grupamentos de micro-organismos.

Figura 10- Uso do Vortex para dispersdo dos grupamentos microbiol6gicos.
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Em seguida, a partir do tubo méae, a amostra passou por uma sequéncia
de diluicdes decimais seriadas, utilizando o liquido de transporte (RTF). Nesse
procedimento, foram pipetados 100 pyl da suspenséo, provenientes do tubo
mae, em um tubo contendo 900 ul de RTF. Logo apds, esse tubo foi submetido
a agitacdo em Vortex por 10 segundos, obtendo a amostra diluida 10 vezes
(10™%). Para a diluigdo seguinte, 100 ul foram coletados do tubo -1 e pipetados
em um novo tubo contendo 900 ul de RTF, sendo submetido a agitacdo em
Vortex por 10 segundos, obtendo a amostra 102. Essa metodologia foi repetida

até a diluicdo 10°®, diluindo a amostra inicial em 1 milh&o de vezes (Figura 10).

Figura 11- Preparo da diluicdo da amostra. A. Coletado 100 pl provenientes do tubo

maée. B. Amostra esta sendo dispersada no tubo de dilui¢cdo -1.

Para plaquear as amostras, foram pipetados 50 yl de cada tubo de
diluicdo, incluindo o tubo mae, sobre o meio de cultura MM10 Sacarose Agar
(Figura 11A). A solucao amostral foi semeada, cuidadosamente, sobre o meio
com o auxilio de uma haste de vidro estéril em forma de “L” (alca de Drigalski)
por 10 segundos (Figura 11B). Todas as amostras foram preparadas em

duplicata.

Figura 12- Preparo da cultura bacteriana. A. dispensando 50 ul da amostra na placa. B.

Amostra sendo semeada sobre o meio de cultura.
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Ao finalizar o processamento e a semeadura das amostras, as placas
foram inseridas em uma jarra de incubacao junto com um gerador (BD GasPak
EZ - Anaerobe Container System with Indicator, Sparks, MD, USA). A
incubacéo foi realizada em atmosfera de anaerobiose (composta por 85% No,
10% CO3, 5% Hy) por 7 dias na temperatura de 37°C.

Analises realizadas

Apoés o tempo da incubacéo, as placas foram removidas das jarras de
anaerobiose e levadas para observacdo microbiolégica para o registro das
colonias bacterianas, identificagcdo e contagem das mesmas. O avaliador
passou por uma calibracéo para identificacdo de colénias composta por micro-
organismos especificos do grupo mutans, desprezando qualgquer estrutura ndo
compativel. A contagem foi realizada sobre a superficie da placa com um
marcador permanente (Figura 12), apoiada sobre um fundo preto. Em caso de
duvidas durante a contagem foi utilizado para auxilio de um microscopio
topografico e uma fonte de luz suplementar. A contagem foi realizada em
placas com o numero de colbnias entre 30 e 300, dispensando as que nao
entraram nesse espectro (Figura 13).

Figura 13- Enumeragdo das colbnias microbianas. Na figura A identifica-se as col6nias. Na

figura B foi realizada a enumeracéo das colbnias.
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Figura 14- Amostras com diferentes concentracdes de coldnias. A. As coldnias ndo atingiram a
contagem de 30. B. Contagem entre 30 e 300. C. Amostra excedeu a contagem de 300

colbnias.

Todos os valores obtidos da contagem foram anotados em uma planilha
para realizacao dos célculos, obtendo:
e UFC/ml = (nUmero de coldnias x fator de diluicdo) / volume pipetado na
placa em ml;
e UFC/mg = (UFC/mI) /mg de massa Uumida coletada;
e 9% de reducdo = (UFC/mg antes - UFC/mg depois) x 100 / UFC/mg antes.

Analise dos dados

Os dados obtidos foram avaliados e comparados em diferentes tempos,
realizando uma comparagao entre as amostras com e sem tratamento e outra
comparacao entre os dois tipos de tratamentos implementados. Ao realizar a
analise entre a porcentagem de reducdo de ambos os tratamentos, foi
empregado o Mann-Whitney Rank Sum Test. Para avaliacdo da relacdo entre a
contagem de micro-organismos nos dois tempos do experimento, antes e apos
o tratamento, foi utilizado Wilcoxon Signed Rank Test. Todas as analises foram

realizadas com nivel de significancia de 5%.



L R siltades







Reowultadaoo | 63

4. Resultados

Avaliacao da quantidade de coldnias

Laser Sirona

Na andlise dos dados da quantificacdo de coldnias encontradas nas
amostras antes e apoés a irradiacdo laser sobre biofilme maduro, observou-se
que o laser de comprimento de onda de 970 nm apresentou uma reducéo

estatisticamente significante (p = 0,002) do nimero total de UFC em relacdo ao

biofilme antes da irradiagao (Figura 14).

1,00E+009 - T Mean +95% ClI
® Mean
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-2,00E+008 T T
Sirona A Sirona D

Figura 15- Nimero total de colbnias viavel antes e apés o tratamento com o laser Sirona.

Intervalo de confianca de 95% da contagem de UFC/mg.

A Tabela 1 representa o valore médio em UFC/mg observadas antes e

apos tratamento com o Sirona Laser, bem como o desvio padrdo e a mediana.
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Tabela 1- Média, desvio padrdo e mediana de UFC/mg do laser Sirona antes e apos

tratamento.
Sirona Antes Depois
Média 2,00 x 108 0,91 x 108
Desvio Padrao 3,07 x 108 2,10 x 108
Mediana 0,21 x 108 0,06 x 108

DMC
Para o grupo Il observou que o comprimento de onda de 660 nm
também proporcionou um efeito de diminuicdo no numero total de micro-

organismos encontrados no biofiime maduro. Essa diminuicdo proporcionou

uma remissao significante (p = 0,027; Figura 15).
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Figura 16- Numero total de colbnias viavel antes e apds o tratamento com o laser DMC.

Intervalo de confian¢a de 95% da contagem de UFC/mg.

A Tabela 2 representa os valores medio em UFC/mg observadas antes e

apos tratamento com o Whitening Laser Il, bem como o desvio padrdo e a

mediana
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Tabela 2- Média, desvio padrdo e mediana de UFC/mg do laser DMC antes e apds tratamento.

DMC Antes Depois

Média 7,07 x 10° 0,24 x 10°
Desvio Padr&o 21 x 10° 0,54 x 10°

Mediana 0,12 x 10° 0,08 x 10°

Ao comparar os diferentes comprimentos de onda, observou-se que
ambos apresentaram comportamento semelhante quanto a porcentagem de
reducdo de micro-organismos, nao havendo diferenca estatistica significante

entre os aparelhos (p = 0,0883; Figura 16, Tabela 3).
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Figura 17- Porcentagem de reducdo dos dois comprimentos de onda estudados. Intervalo de

confianca de 95% da porcentagem de reducao.

Tabela 3- Média, desvio padrdo e mediana da porcentagem de reducéo dos aparelhos laser

estudados.
Sirona DMC
Média 39,76 41,83
Desvio Padrao 40,06 44 31

Mediana 31,41 23,87
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5. Discussao

A interacdo entre bactérias da microbiota oral humana é integralmente
destinada a formacéo e desenvolvimento do biofilme bucal (39). Inicialmente,
células plancténicas com pouca afinidade sédo aderidas ao substrato dental. Em
seguida, através de receptores especificos, ocorre uma troca da microbiota
residente, aderindo apenas micro-organismo com alta afinidade. Dessa forma,
ha o desenvolvimento das coldnias (40) e com o recrutamento de novas células
planctdnicas e a adesdo de multiplas espécies a colbnia, ha a formacédo de
uma comunidade de multiespécies (40). A partir dessa formacgdo, ha uma
colonizacdo dessa comunidade densamente povoada por uma matriz
diversificada de espécies bacterianas, buscando a maturacdo desse biofilme
(39).

O acumulo de biofilme sobre a superficie dental € extremamente danoso
a saude. Sua presenca favorece o desenvolvimento das principais doencas da
cavidade bucal (42). Como exemplo, tem-se que o biofilme cariogénico € o
fator etiolégico da carie primaria e secundaria (41), promovendo perdas
irreversiveis a estrutura dental (42). O Streptococcus mutans (S. mutans) é o
principal colonizador do biofilme bacteriano, compreendendo cerca de 70% das
bactérias (42,43). Suas propriedades cariogénicas sao influenciadas por
diversos genes envolvidos nas vias metabdlicas, como a adesdo microbiana,
sintese de polissacarideos extracelulares, formacao de biofilme, carboidratos
de absorcdo e tolerdncia ao acido (44). Normalmente, o S. mutans esta
presente em biofilmes mais complexos, onde ha uma grande producdo de
exopolissacarideos, principalmente na presenca de glicose, o que facilita o
processo de adesdo (44). Sendo assim, a alimentacdo € um fator importante
para a formac&o do biofilme, junto com a microbiota residente e o0 meio em que
estdo inseridas. Além do mais, 0 S. mutans também é responsavel pelo
desenvolvimento de infec¢cbes da saude geral, como a endocardite bacteriana
gue pode levar a morbidade e mortalidade em até 50% dos casos (42).

Para controlar tais infeccdes, terapias antimicrobianas vém sendo
implementadas buscando erradicar ou reduzir tais micro-organismo, com 0
auxilio de antibidticos e agentes quimicos. Porém, a eficacia dessa abordagem

estd sendo cada vez mais reduzida devido ao surgimento de cepas resistentes
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(42), acarretando em uma situacdo emergencial de infeccbes crbnicas. A
clorexidina é um composto quimico amplamente utilizado como enxaguante
bucal para fins antimicrobianos. Contudo, seu uso continuo pode causar alguns
efeitos adversos como, perda da sensibilidade gustativa, queimaduras no
tecido mole, dor, xerostomia e alteracdo da coloracédo de dentes, restauracoes
e lingua (43).

Considerando tratamentos alternativos, a terapia fotodinamica (PDT) foi
implementada em diversas areas médicas e odontologicas por ser um método
terapéutico inovador, conservador e com poucos efeitos adversos (3,24,41). Na
odontologia, a terapia fotodindmica antibacteriana (aPDT) € vista como um
protocolo moderno para desinfeccdo, mostrando-se eficaz no processo do
combate a resisténcia medicamentosa (3,42). aPDT é um tratamento local
minimamente invasivo que faz uso da combinacao entre um fotossensibilizador
apropriado e uma fonte de luz com um comprimento de onda especifico em
contato com oxigénio externo (45,46). Sua aplicabilidade é ampla dentro do
campo odontologico, podendo realizar desde diagndstico de lesdes orais
malignas e tratamento de cancer oral, até a inativacdo de infec¢cdes causadas
por micro-organismos como bactérias, virus e fungos (46). Em areas
especificas, aPDT obteve sucesso em tratamentos periodontais e
endodonticos, através do auxilio em procedimentos de alisamento radicular e
desinfeccdo de bolsas periodontais e do canal radicular (46,47). Essa terapia
também se aplica para preparo de cavidade de lesdes cariosas. E realizada
uma desinfeccdo da dentina contaminada (45,46,48) e uma inativacdo dos
micro-organismos presentes no biofilme bacteriano (41-44,46). Diversos
estudos in vitro analisaram a acdo da aPDT com diferentes materiais e
protocolos, porém, nenhum foi capaz de inativar completamente os micro-
organismos presentes no biofilme bacteriano (41-44,46).

Assim, o presente estudo teve o objetivo de aprofundar e tentar
compreender o efeito do aPDT in vivo sobre a possivel remissdo microbiana do
biofilme maduro. Para tanto, empregou-se um fotossensibilizador (azul de
metileno) para melhor interagcéo da luz laser sobre os micro-organismos. O azul
de metileno foi muito utilizado em cirurgias para deteccdo de células e tecidos
pré-malignos. Ele faz parte da segunda geracdo de fotossensibilizadores, sédo

compostos quimicos puros que absorvem luz em comprimentos de onda mais
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altos (24). E um corante sintético de fenotiazina catidnico, de baixo peso
molecular e com um pico de absor¢do de luz de 550 nm até 700 nm (24,45,48).
O mecanismo é baseado em um processo fotofisico que produz espécies de
oxigénio reativo citotoxico (ROS), capazes de levar a morte celular de virus,
bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) e fungos (41). Essa reacdo se
desencadeia a partir da interagdo entre moléculas do fotossensibilizador e um
comprimento de onda adequado em um ambiente rico em oxigénio (41). A
partir da absorcéo de fotons provenientes da luz empregada, as moléculas néo-
toxicas passam de um estado fundamental ao excitado (42). Moléculas
excitadas sdo altamente reativas e instaveis, podendo voltar ao seu estado
fundamental através da liberacdo de energia na forma de calor ou através da
emissdo de luz fluorescente (41). Em casos em que o fotossensibilizador &
mais estavel, suas moléculas excitadas podem passar por um cruzamento
intersistema e se converter ao estado triplete (41). Essas moléculas possuem
um estado de energia mais duradouro, podendo reagir com biomoléculas ao
seu redor (oxigénio tecidual) através de dois tipos de reacao (tipo | e tipo II)
(41).

Reacdes do tipo | sdo baseadas na transferéncia de elétrons entre as
moléculas excitadas do fotossensibilizador, resultando na producdo de
espécies de radical livre (41). Em casos como a aPDT, acredita-se que reacdes
cataliticas tipo Il sejam predominantes. Nesses casos, a energia em excesso,
proveniente do fotossensibilizador, é transferida para as moléculas de oxigénio
triplete ao seu redor, resultando em uma mudanga na orientagdo do seu spin
para um estado ainda mais excitado, o oxigénio singlete (41). Esse tipo de
oxigénio mais reativo é altamente toxico. Participa de inUmeras reacdes
capazes de causar danos irreversiveis ao DNA, as organelas e membrana
celular, levando a morte celular dos micro-organismos (41,42). O oxigénio
singlete é considerado a ROS mais importante devido a sua eficiéncia oxidativa
capaz de causar danos irreparaveis as células procariontes (42). Essa ROS
age através de sua penetracdo na barreira membranosa celular, podendo
degradar tanto a membrana celular da bactéria quanto seu acido nucleico (42).
Por ser ndo-toxicas as células eucariontes devido a sua complexa estrutura,

essa reagdo ndo causa prejuizos ao paciente (42).
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Sua acao é efetiva contra micro-organismos Gram-negativos e Gram-
positivos, sendo extremamente efetivo na redugdo da viabilidade dos micro-
organismos presentes no biofilme bacteriano (45). Para ser considerado
efetivo, o fotossensibilizador deve cumprir 3 fundamentos basicos ao se
relacionar com 0s micro-organismos. Deve ser capaz de: se ligar a célula, de
penetra-la e agir em seu interior, e produzir oxigénio singlete (46,48).
Baseando-nos na literatura, o presente estudo empregou um tempo de pré-
irradiacdo do fotossensibilizador de 5 minutos, tempo necessario para que o
corante possa penetrar na estrutura do biofilme (41,45,46).

A fonte de luz utilizada € monocromatica, com uma radiacdo coerente e
com comprimentos de onda e densidade de energia adequados, transmitidos
através de fibras Opticas. A luz laser traz diversos beneficios aos tecidos
irradiados, podendo gerar desde respostas antiinflamatorias e analgésicas em
tecidos moles até levar a morte celular de micro-organismos (24). Alguns
autores (41-44,48) ja comprovaram a acao antimicrobiana do laser de 660 nm
sobre o biofilme bacteriano. Sendo assim, esse comprimento foi considerado o
controle positivo, além de pertencer ao espectro de luz absorvido pelo azul de
metileno. Pode-se observar no presente estudo que o laser de 660 nm foi
capaz de provocar uma remissao de micro-organismos no biofilme maduro.
Porém, a eficacia foi variavel ndo tendo a mesma acdo para todos o0s
voluntarios. Esse fato provavelmente ocorreu porque o biofiime bem
estruturado possui um grupamento de comunidades microbiol6gicas
associadas ao substrato e embebidas em um pool de uma substancia de matriz
polimérica extracelular (42). Essa matriz € composta por proteinas,
polissacarideos e acido nucleico, provenientes do micro-organismo e do meio,
funcionando como uma barreira fisica contra agentes antimicrobianos (42). Sua
arquitetura dificulta a penetracdo do fotossensibilizador e a difusdo da fonte de
luz, resguardando suas camadas mais profundas e protegendo seus micro-
organismos (45).

Em relacdo ao laser de comprimento de onda de 970 nm observa-se
que em dentina infectada e em canais radiculares (45,49) ele é eficaz. Em
relacdo ao biofilme maduro pode-se observar resultados muito semelhantes ao
laser de 660 nm, inclusive no comportamento de atuacdo no biofiime dos

diferentes voluntarios, em que 66,6% dos voluntarios apresentaram um efeito
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positivo sobre os micro-organismos. Um fato interessante que pode ser
observado € que em 2 voluntarios ndo ocorreu remissdo em nenhum dos lasers
testados, provavelmente isso ocorreu devido a composicdo do biofilme
bacteriano ou mesmo o biofilme estava muito estruturado que possivelmente o
corante ndo conseguiu penetrar adequadamente.

Como controle de qualidade do experimento, ambos os aparelhos laser
utilizados passaram pela mensuracdo da energia de output, para que o0s
parametros fossem realmente de acordo com o proposto no estudo. Esse
cuidado prévio ao uso do laser € muito importante para a energia depositada
seja aquela desejada. Outro fato que foi considerado no estudo foi a
padronizacdo da distancia de irradiacdo de 10 mm que vem sendo indicado
para um tratamento de aPDT (48).

Pode-se observar que na andalise da contagem de colbnias nos
diferentes tempos do experimento, ambos os protocolos aplicados (660 nm e
970 nm) foram capazes de reduzir o nUmero de micro-organismos presentes no
biofilme bacteriano maduro. Neste estudo, o aPDT foi capaz de diminuir um
alto numero de micro-organismos, em alguns casos conseguiu até atingir mais
de 90% de reducdo. Nossos resultados vdo de encontro com os obtidos na
literatura, em que se observa a efetividade desse tratamento em diminuir a
viabilidade das células presentes no biofilme bacteriano (41) com laser de
Diodo com comprimento de onda de 660 nm associado com azul de metileno.
Apesar de ser testado em um modelo de biofilme cultivado em laborat6rio por
24 horas, Florez et al (41) sugere que aPDT tem um potencial promissor como
uma terapia adicional para o controle do biofilme oral cariogénico. Por outro
lado, Nagai et al (48) observou diferenca de comportamento entre os lasers de
940 nm e 660 nm, obtendo uma melhor resposta com comprimento de onda de
940 nm.

Além do efeito antimicrobiano positivo sobre o biofilme bacteriano,
observa-se na literatura (47) uma acao in vitro, em micro-organismos Gram-
positivos associados a casos endodoénticos. Os parametros de irradiagcdo séo
0S mesmos empregados no presente estudo (660 nm, 100mW, 9 J, 3 minutos),
assim como o fotossensibilizador testado (azul de metileno 0,005%). Essa acéo
de maior efichcia da aPDT em Gram-positivos comparados aos Gram-

negativos (24) ocorre devido a fisiologia desses micro-organismos (47,48). A
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parede celular dos Gram-positivos apresenta uma superficie externa
relativamente porosa, formada por uma camada mais espessa de
peptidoglicano e &cido lipoteicdico (47). Isso favorece a penetracdo de
materiais hidrofilicos, como o azul de metileno (48), facilitando sua difusdo no
interior da célula e a propagacéo da radiacdo laser (47). Em contrapartida, a
parede celular do Gram-negativo € mais fina e complexa, formada por
proteinas, lipopolissacarideos e lipoproteinas que agem como uma barreira
limitante a penetracao de diversas substancias (47).

Apesar dos resultados positivos dos dois comprimentos de onda
estudado, observou que ambos os tratamentos nao reduziram 0S micro-
organismos em 4 pacientes. Isso pode ser explicado devido a heterogeneidade
da amostra. Como este € um estudo clinico e realizado em pacientes rotina de
clinica e ndo controlados, ndo € passivel de prever o grau de maturacdo de
cada biofilme ou o tipo de micro-organismos presentes. Conforme o biofilme vai
se desenvolvendo sua estrutura vai se tornando cada vez mais tolerante a
agentes antimicrobianos, comparados aos micro-organismos livres (45). Além
disso, ocorre uma mudan¢ca em sua composi¢cdo ao decorrer do tempo (39).
Nos primeiros estagios de sua formacdo, os estreptococos, bactérias Gram-
positivas, sdo 0s micro-organismos predominantes do biofilme inicial. Conforme
o desenvolvimento desse biofilme, mudancas ocorrem em sua composicao
devido a constante deposicdo de novas células sobre essa estrutura. Os novos
membros dessa comunidade encontram um ambiente adequado para sua
divisdo e proliferacdo celular. Dessa forma, ap6s 7 dias da formacéo
ininterrupta do biofilme, ha uma troca na populacdo bacteriana predominante.
Isso torna os primeiros colonizadores minoria enquanto a propor¢do de
bactérias Gram-negativas aumenta constantemente (39). Isso indica que,
durante a maturacao do biofilme, ocorre uma grande mudanca nas espécies de
bactérias predominantes, ha interacdes entre bactérias com morfotipos
diferentes e um aumento na diversidade bacteriana (39). Bactérias do
complexo laranja, mais especificamente fusobacterias, proliferam-se
constantemente por volta do 4° dia da formacdo do biofilme (39). Por
consequéncia, essa bactéria Gram-negativa é considerada a estrutura central

que compde o biofilme, além de ser peca-chave em sua maturacao (39).
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Dessa forma, um dos fatores ligados a eficacia da acdo da aPDT € o
modelo de biofilme utilizado, pois a localizacdo da célula na estrutura do
biofilme é relevante, pois as que se localizam em camadas mais profundas sao
mais resistentes. Isso ocorre devido ao seu perfil de metabolismo mais baixo
causado pela escassez de espaco intercelular, pela quantidade de matriz
extracelular e baixas concentragcdes de oxigénio e nutrientes (45). Uma das
consequéncias dessa arquitetura € dificuldade de difusdo e acesso as células
por agentes antimicrobianos. Outro meio de protecdo € a capacidade de
transporte de agente toxicos por estruturas provenientes do S. mutans,
funcionando como uma bomba de efluxo, que consegue eliminar grandes
quantidade de compostos toxicos que nao se assemelham quimicamente a
célula. Pode até ser considerado uma ameaca contra as terapias
medicamentosas e até mesmo a aPDT, ja que esse mecanismo de efluxo
elimina também o fotossensibilizador (44). Assim, o tempo de formacdo do
bioflme pode ter interferido na penetracdo do fotossensibilizador e
consequentemente a acéo do laser.

Além disso, 0s micro-organismos presentes podem ser mais resistentes
devido a tratamentos prévios com agentes antimicrobianos. Essa diferenca
também pode ocorrer dentro do mesmo paciente, 0 mesmo pode apresentar
diferentes sitios microbiologicos e pode realizar a escovacdo com mais cautela
em uma regido do que em outra. Esses sao fatores de dificil controle, o que
torna essa pesquisa essencial para dados mais apurados num comportamento
clinico desse tipo de tratamento. Pesquisas laboratoriais (41,43) obtiveram
altos graus de sucesso com essa terapia por utilizar amostras na forma
plancténica ou modelos de biofilmes artificiais com poucos dias de maturacao.
Sendo assim, as chances de produzirem uma morte celular s&o muito mais
altas devido a facilidade de penetracdo do fotossensibilizador e dissipacdo da
luz na arquitetura do biofilme. Dessa forma, o presente estudo demonstra que o
emprego da irradiacdo a laser sobre o biofiime maduro proporciona uma
consideravel diminuicdo no nimero de micro-organismo. Porém, verifica-se a
necessidade de um tratamento individualizado, pois vezes, 0 mesmo protocolo
pode ser efetivo em um sitio da cavidade bucal de um paciente e ser ineficaz

em outro.
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A aPDT é uma terapia alternativa altamente empregada no meio
cientifico devido a sua efetividade contra micro-organismos resistentes e sua
acdo minimamente invasiva e ultraconservadora (41). Outras vantagens da
aPDT, comparada a métodos tradicionais de desinfeccdo, incluem um
mecanismo biocida nao-especifico, sua capacidade de matar as células
presentes no biofilme e a realizacdo de um tratamento localizado (41). Por seus
magnificos atributos e tempo clinico reduzido, essa terapia é considerada
atraumatica e pode ser empregada facilmente na rotina de pacientes mais
fragilizados e criancas.

Com a microbiota do biofilme sofrendo constantes mudancas em sua
composicdo, a acdo do aPDT tende a oscilar conforme sua maturacao.
Individuos com acumulo de biofilme dificimente apresentam uma
homogeneidade em seu desenvolvimento, seja por limitacgdes mecanicas ou
questdes bioldgicas. Dessa forma, terapias antimicrobianas podem néo ser
totalmente efetivas a todos os individuos e nem em todos os sitios
microbiolégicos da cavidade bucal.

Neste presente experimento, o efeito bactericida da aPDT foi testado
contra um modelo de biofilme bacteriano maduro in vivo. No entanto, conforme
o decorrer da maturacao do biofilme bacteriano ocorre uma troca da microbiota
residente para micro-organismos Gram-negativos. Considerando as limitacdes
de um estudo clinico e o experimento de apenas dois protocolos laser, outras
pesquisas devem ser realizadas a fim de investigar o efeito da acao bactericida
de diversos protocolos de aPDT sobre o microbioma oral. Dessa forma, podera
ser estabelecido uma terapia eficaz contra o biofilme bacteriano em diferentes

graus de maturacao.
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6. Conclusao

Com base nos resultados observados e considerando as limitagdes
inerentes de um experimento clinico, concluiu-se que:
e Ambos os comprimentos de onda foram capazes de reduzir as unidades

formadoras de col6nias do biofilme bacteriano maduro in vivo;

e Os sistemas laser testados foram eficazes e semelhantes na reducéo

microbioldgica do biofilme maduro.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Emprego da Terapia Fotodindmica na Remissdo Microbiolégica de Biofilme
Supragengival Aderido & Superficie Dental.

Pesquisador: Isabela Barbosa Quero

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 90731518.9.0000.5419

Instituicdo Proponente: Universidade de Sao Paulo

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Nuamero do Parecer: 2.820.736

Apresentacio do Projeto:

Submissdo do Projeto intitulado *Emprego da Terapia Fotodindmica na Remissao Microbiolégica de Biofilme
Supragengival Aderido a Superficie Dental”.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o emprego da irradiagao do laser de Diodo de baixa poténcia com protocolos distintos associado a
um fotossensibilizador com finalidade de inativar os microrganismos presentes no biofilme bacteriano
acumulado sobre a superficie dental.

Avallacdo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores apresentam como risco o possivel desconforto com o dispositivo para afastar os labios e
bochechas e ainda o laser pode ferir os olhos caso a luz entre em contato diretamente com o mesmo. Como
beneficios com a aplicagdo do protocolo laser ocorrerd uma possivel inativagdo dos microrganismos
presentes no biofilme dentério.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

O projeto esta apresentado de forma correta, cumpre todas as normativas estabelecidas pelo CEP da
FORP/USP e CONEP. Os pesquisadores sao habilitados para execugao do mesmo. Relevante para a drea
da sa(de. Bem embasado cientificamente.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Cumpre com o preconizado pelo CEP da FORP/USP,

Enderego: Avenida do Café s/in”

Balrro:  Monte Alegre CEP: 14.040-904
UF: Sp Municiplo: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315.0450 Fax: (16)33154102 E-mall: cep@forp.usp.br
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S USP - FACULDADE DE _
“ } ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO
2o PRETO DA USP - FORP/USP
Continuago do Parecer: 2.820.736
Recomendacoes:
Aprovado.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto aprovado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Qo >™

Projeto aprovado conforme deliberado na 218* Reunido Ordinaria do CEP/FORP de 09/08/2018.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Informagbes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS DO _P | 24/07/2018 Aceito

do Projeto ROJETO_1089000.pdf 11:32:50 -

TCLE / Termos de | TCLE_NSF3_menor_pdf.pdf 24/07/2018 |Isabela Barbosa Aceito

Assentimento / 11:31:53 |Quero

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_FORP_menor_pal.pdf 24/07/2018 |isabela Barbosa Aceito

Assentimento / 11:30:47 |Quero

Justificativa de

[Auséncia = i — o

Outros Carta_resposta.pdf 24/07/2018 |lIsabela Barbosa Aceito
11:30:22 | Quero

Cronograma Cronograma. pdf 21/05/2018 |lIsabela Barbosa Aceito
08:47: ero

Projeto Detalhado /| |Projeto_lsabela_Quero.pdf 21/05/2018 |Isabela Barbosa Aceito

Brochura 08:47:41 |Quero

Investi r s

Declaragao de [CAPP pal 21/05/2018 |Isabela Barbosa Aceito

Instituicdo e 08:43:43 |Quero

| Infraestrutura R . :

TCLE / Termos de | TCLE_NSF3.pdf 21/05/2018 |Isabela Barbosa Aceito

Assentimento / 08:42:31 |Quero

Justificativa de

TCLE / Termos de | TCLE_FORP.paf 21/05/2018 |Isabela Barbosa Aceito

Assentimento / 08:41:46 |Quero

Justificativa de

moeclamqao de FORP pal 21/05/2018 |Isabela Barbosa Aceito

Instituigo e 08:37:58 |Quero

Declaragéo de [NSF3.pdf 21/05/2018 |Isabela Barbosa Aceito

Enderego: Avenida do Café s’

Bairro: Monte Alegre

UF: SP Municiplo: RIBEIRAQ PRETO
Tolefone: (16)3315.0463 Fax: (16)33154102

CEP: 14.040-004

E-mall: cep@@forp.usp.br
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Continuagao do Parecer: 2.820.736

Instituicdo e NSF3.pdf 08:37:41 |Quero Aceito

Infraestrutura N .

Declaragao de Micro.pdf 21/05/2018 |lIsabela Barbosa Aceito

Instituicdo e 08:37:24 |Quero

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 21/05/2018 |Isabela Barbosa Aceito
08:24:26 | Quero

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

RIBEIRAO PRETO, 14 de Agosto de 2018

Assinado por:
Simone Cecllio Hallak Regalo
(Coordenador)
Enderego:  Avenida do Café sin®
Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-904
UF: Sp Municipio: RIBEIRAO PRETO
Tolefone: (16)3315.0493 Fax: (16)3315-4102 E-mall:  cep@@orp.usp.br
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Anexo 2

USP - CENTRO DE SAUDE

ESCOLA DA FACULDADE DE ‘GRBrad -
MEDICINA DE RIBEIRAO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Emprego da Terapia Fotodindmica na Remissdo Microbiolégica de Biofilme
Supragengival Aderido & Superficie Dental.

Pesquisador: Isabela Barbosa Quero

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 90731518.9.3001.5414

Instituicao Proponente: Centro de Salde Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.833.228

Apresentagio do Projeto:

Projeto de pesquisa a ser desenvolvido por pesquisador da FORP/USP envolvendo o Ndcleo de Saude da
Familia 3. O projeto ja foi aprovado pelo CEP da FOR/USP em 14/08/2018.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o emprego da irradiagao do laser de Diodo de baixa poténcia com protocolos distintos associado a
um fotossensibilizador com finalidade de inativar os microrganismos presentes no biofilme bacteriano
acumulado sobre a superficie dental,

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores apresentam como risco o possivel desconforto com o dispositivo para afastar os labios e
bochechas e ainda o laser pode ferir os olhos caso a luz entre em contato diretamente com o mesmo. Como
beneficios com a aplicagao do protocolo laser ocorrera uma possivel inativagdo dos microrganismos
presentes no biofilme dentério.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

O projeto esta apresentado de forma correta, cumpre todas as normativas estabelecidas pelo CEP da
FORP/USP e CONEP, Os pesquisadores s#o habilitados para execugdo do mesmo. Relevante para a drea
da sa(de. Bem embasado cientificamente.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Cumpre com o preconizado pelo CEP da FORP/USP. Apresenta TCLE tanto para o participante como

Enderego: TERESINA 690

Bairro:  SUMAREZINHO CEP: 14.085-380
UF: Sp Municiplo: RIBEIRAO PRETO
Tolefone: (16)3315.0000 E-mall:  caecubadimrp. usp be
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Continuagio do Pamescer: 233 228

para o responsavel por menor de idade participante com o respectivo termo de assentimento.

Recomendacbes:
M&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Recomendo aprovar o projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Projeto aprovado "ad referendum” do colegiado.

Este parecer fol elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
TCLE / Termos de | TCLE_NSF3_menor_pdf pdf 24/07/2018 |lsabela Barbosa Aceito
Assentimento / 11:31:53 | Quero
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_FORP_menor_pdf pdf 24/07/2018 |lsabela Barbosa Aceito
Assentimento / 11:30:47 | Quero
Justificativa de
Auséncia
Outros Carta_resposta. pdf 24/07/2018 |lsabela Barbosa Aceito

_ 11:30:22 | Quero
Projeto Detalhado ! |Projeto_|sabela_Quero.pdf 21/05/2018 |lsabela Barbosa Acaito
Brochura 084741 | Quero
Investigador _ _
TCLE / Termos de | TCLE_NSF3._pdf 21/05/2018 |Isabela Barbosa Acaito
Assentimento / 08:42:31 | Quero
Justificativa de
Auséncia _ _ _ _
TCLE / Termos de | TCLE_FORP.pdf 21/05/2018 |lIsabela Barbosa Aceito
Assentimento / 084146 |Quero
Justificativa de
Auséncia

Situagio do Paracer:

Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao
Enderego: TERESINA 90
Balrro:  SUMAREZINHO CEP: 14.055-380
UF: 5P Municiplo: RIBEIRAD PRETO
Telsfone: |18)3315-0000 E-mail:

chaculaba il imip. usp.br
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USP - CENTRO DE SAUDE
ESCOLA DA FACULDADE DE ‘%."WM —_—
MEDICINA DE RIBEIRAO

Continuagio do Panscer: 2 K33 228

RIBEIRAQ PRETO, 21 de Agosto de 2018

Assinado por:
LAERCIO JOEL FRANCO
(Coordenador)
Endere¢o; TERESIMNA 800
Balrro:  SUMAREZINHO CEP: 14,055-380
UF: 5P Municipia: RIBEIRAD PRETO
Telefone: (16)3315-0006 E-mail; cascuabaiDimrp wap b
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