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RESUMO 

DE SOUSA FARIAS, SS. Efeito da terapia fotodinâmica antimicrobiana no controle do 

biofilme dental cariogênico in vitro. 82p. [dissertação]. Faculdade de Odontologia de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2015. 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa), 

utilizando laser de baixa potência, em duas densidades de energia, associado ao azul de 

toluidina em biofilme de S. mutans. Biofilmes de S. mutans UA159 foram crescidos por 5 

dias em discos de resina acrílica (3 mm de diâmetro x 2 mm de altura) a 37o C 5 % de CO2. 

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de tratamento (n=3): Digluconato 

de clorexidina 0,12% (CHX, controle positivo); Solução salina a 0,89% (NaCl, controle 

negativo); Terapia fotodinâmica antimicrobiana com azul de toluidina e laser de baixa 

potência (densidade de energia 320 J/cm2) (TFDa 320); Terapia fotodinâmica antimicrobiana 

com azul de toluidina e laser de baixa potência (densidade de energia 640 J/cm2) (TFDa 

640). Os tratamentos foram realizados 2x/dia durante 3 dias. Ao final dos 5 dias, os biofilmes 

foram coletados e número de bactérias viáveis e a concentração de polissacarídeos 

extracelulares insolúveis (PECI) e intracelulares (PIC) foram determinadas e analisadas 

estatisticamente (ANOVA e teste de Tukey, p < 0,05). O tratamento com a TFDa (320 e 640 

J/cm2) reduziu o número de bactérias viáveis em biofilmes de S. mutans, de uma maneira 

dose-dependente (p < 0,05). Além disso, a TFDa 640 J/cm2, reduziu a viabilidade bacteriana 

de forma tão eficaz quanto a CHX (p > 0,05). Em relação a PECI e PIC, os grupos TFDa 

(320 e 640 J/cm2) não foram significativamente diferentes de CHX (p > 0,05). Os resultados 

mostraram que a terapia fotodinâmica antimicrobiana, mediada pelo azul de toluidina e laser 

de diodo (640 J/cm2), pode ser uma abordagem utilizada no controle do biofilme dental 

cariogênico. 

Palavras-chaves: biofilmes, terapia fotodinâmica, Streptococcus mutans, Laser de diodo, 

Polissacarídeos. 
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ABSTRACT 

DE SOUSA FARIAS, SS. Effect of antimicrobial photodynamic therapy in the control of 

cariogenic dental biofilm in vitro. 82p. [dissertação]. Faculdade de Odontologia de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2015. 

 

The aim of this study was to evaluate the effect of antimicrobial photodynamic therapy 

(aPDT), using low-power laser, with two energy densities, associated with toluidine blue in S. 

mutans biofilm. S. mutans UA159 biofilms were grown for 5 days on acrylic resin discs (3 

mm diameter x 2 mm height) a 37oC, 5 % de CO2. The specimens were randomly divided 

into 4 treatment groups (n = 3): 0.12% chlorhexidine digluconate (CHX, positive control); 

0,89% Saline (NaCl, negative control); Antimicrobial photodynamic therapy with toluidine 

blue and low power laser (energy density of 320 J/cm2) (aPDT 320); Antimicrobial 

photodynamic therapy with toluidine blue and low power laser (energy density of 640 J/cm2) 

(aPDT 640). Treatments were performed 2x/day for 3 days. At the end of 5 days, the biofilms 

were collected and the number of viable bacteria and the concentration of insoluble 

extracellular (IEPS) and intracellular polysaccharides (IPS) were determined and analyzed 

statistically (ANOVA and Tukey's test, p<0.05). Treatment with aPDT (320 and 640 J/cm2) 

reduced the number of viable bacteria of S. mutans biofilms in a dose-dependent manner 

(p<0.05). Furthermore, the aPDT 640 group reduced the bacterial viability as effectively as 

CHX group (p>0.05). For IEPS and IPS, the aPDT groups (320 and 640 J/cm2) were not 

significantly different CHX (p>0.05). The results showed that the antimicrobial photodynamic 

therapy mediated by toluidine blue and diode laser (640 J/cm2) may be an approach used to 

control the cariogenic dental biofilm. 

Keywords: Biofilms, Photodynamic therapy, Streptococcus mutans, Diode laser, 

Polysaccharides. 
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INTRODUÇÃO 

A cavidade bucal é colonizada por uma gama complexa de micro-organismos, 

relativamente específicos e altamente inter-relacionados, que estão organizados em 

biofilmes. Os micro-organismos do biofilme estão aderidos tanto uns aos outros quanto às 

superfícies ou interfaces dos dentes, e incorporados em uma matriz polimérica extracelular, 

de origem bacteriana, que inclui água e nutrientes (Marsh e Bradshaw, 1997; Costerton et 

al., 1999). Doenças relacionadas com o biofilme, como a cárie dentária e doença periodontal 

apresentam riscos graves à saúde bucal e geral (Wilson et al., 1996). 

A cárie dentária é uma doença muito comum mundialmente, afetando 60-90% das 

crianças em idade escolar e a grande maioria dos adultos (Petersen, 2003). É causada pela 

produção de ácidos por bactérias acidogênicas e acidúricas do biofilme dental após a 

exposição a carboidratos fermentáveis (Svensater et al., 2003; Marsh, 2010), principalmente 

à sacarose, o que resulta na destruição localizada de tecidos mineralizados dentais. A 

doença se inicia com um desequilíbrio entre os processos de desmineralização e 

remineralização na superfície do esmalte (van Houte, 1994). 

Os estreptococos são referidos como sendo as primeiras bactérias que colonizam 

as superfícies bucais (van Houte, 1994) e compreendem a maioria dos micro-organismos do 

biofilme dental (Pratten et al., 2003). Os Streptococcus mutans são considerados os agentes 

causadores direto da cárie dentária (van Houte, 1994; Lemos e Burne, 2008), por serem 

tipos específicos de bactérias produtoras de ácido. Estas bactérias aderem à película salivar 

do esmalte e a outras bactérias do biofilme, criando um maior risco de desenvolvimento de 

cavidades de lesões de cárie (Takahashi e Nyvad, 2011).  

A capacidade de S. mutans para formar um biofilme é devido, principalmente, à 

secreção de enzimas como as glicosiltransferases (Almeida et al., 2002). Estas enzimas são 

capazes de sintetizar, a partir da sacarose, os glucanos, os quais são polissacarídeos 

extracelulares insolúveis (PECI) (Bowen e Koo, 2011) que são importantes na formação do 

biofilme dental e, portanto, na patogênese da cárie dentária, pois possuem capacidade para 
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promover a adesão em várias superfícies sólidas. Além dos PECI, os S. mutans sintetizam 

polissacarídeos intracelulares (PIC) que são fontes de ácido exógeno quando o açúcar não 

é suficiente ou está ausente (Hamada e Slade, 1980). A associação de altas concentrações 

de PECI, elevado consumo de sacarose, biofilme visível e micro-organismos cariogênicos é 

considerado um alto risco para o desenvolvimento de lesões de cárie (Parisotto et al., 2015). 

A remoção mecânica do biofilme dental e a higiene bucal adequada são os 

tratamentos mais comumente utilizados. No entanto, estes podem ser objeto de baixa 

adesão do paciente (Löe, 2000). Existe um interesse crescente em substituir, ou 

complementar, medidas terapêuticas mecânicas com uso de antissépticos ou antibióticos. 

No entanto, a utilização generalizada de tais agentes é motivo de preocupação uma vez que 

pode resultar no desenvolvimento de resistência nos organismos (Wilson et al., 1996). Além 

disso, estudos demonstram que os biofilmes estão em um estado fisiológico que os diferem 

de bactérias planctônicas e tendem a ser menos suscetíveis a agentes antimicrobianos 

(Davey e O’Toole, 2000). 

A clorexidina ocupa papel de destaque dentre os antissépticos utilizados em 

Odontologia e é considerada padrão ouro para controle químico do biofilme (Jones, 1997). 

Caracteriza-se por ser um detergente catiônico que possui um amplo espectro de ação 

(Zanata e Rösing, 2007). O seu mecanismo de ação antibacteriano é explicado pelo fato da 

molécula catiônica da clorexidina ser rapidamente atraída pela carga negativa da superfície 

bacteriana, sendo adsorvida à parede celular por interações eletrostáticas, provavelmente 

por ligações hidrofóbicas ou por pontes de hidrogênio. A clorexidina, em doses elevadas, 

causa precipitação e coagulação das proteínas citoplasmáticas e morte bacteriana e, em 

doses mais baixas, a integridade da parede celular é alterada, resultando num 

extravasamento dos componentes bacterianos de baixo peso molecular (Rölla e Melsen, 

1975). Apesar da clorexidina apresentar substantividade, o uso da mesma é limitado pelos 

seus efeitos colaterais, como o manchamento de dentes, restaurações, próteses e língua, 

alterações do paladar, sensação de queimação em tecidos moles e lesões descamativas e 

ulcerações da mucosa gengival (Autio-Gold, 2008). Devido as muitas limitações de medidas 
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antibacterianas, incluindo a resistência aos antibióticos e os efeitos adversos da clorexidina, 

vários estudos tem sugerido a Terapia Fotodinâmica (TFD) como uma possível alternativa 

para complementar as terapias mecânicas convencionais nas diferentes áreas da saúde 

(Müller et al., 2007; Mang et al., 2012). 

Os primeiros estudos sobre Terapia Fotodinâmica foram realizados por Lipson e 

Schwartz, em 1960, que observaram que a injeção de preparações cruas de hematoporfírina 

levou a fluorescência de lesões neoplásicas visualizadas durante a cirurgia. A partir dessa 

substância, foi obtida uma mistura contendo várias porfirinas, monômeros, dímeros e 

oligômeros, a qual foi parcialmente purificada para formar o Photofrin®, um tipo de 

fotossensibilizador amplamente utilizado na TFD clínica. Os resultados de estudos pré-

clínicos e clínicos realizados em todo o mundo ao longo de um período de 25 anos têm 

estabelecido a terapia fotodinâmica como uma abordagem de tratamento útil para alguns 

tipos de câncer. A TFD envolve a administração de um agente de fotossensibilização 

localizador de tumor, seguido de ativação do agente por uma luz de comprimento de onda 

específico. Esta terapia resulta em uma sequência de processos fotoquímicos e 

fotobiológicos que causam um dano irreversível aos tecidos do tumor (Dougherty et al., 

1998).  

A TFD quando aplicada em micro-organismos está sendo denominada, Inativação 

Fotodinâmica de Micro-organismos (em inglês, Photodynamic inactivation of microorganisms 

- PIM), Quimioterapia Fotodinâmica Antimicrobiana (em inglês, Photodynamic antimicrobial 

chemotherapy - PACT) ou, Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (em inglês, Antimicrobial 

Photodynamic Therapy - aPDT), e é uma opção complementar, que tem se mostrado 

bastante promissora na redução de micro-organismos bucais humanos in vitro e in vivo 

(Wainwright, 1998; Gad et al., 2004; Núñez et al., 2013).  

No caso de tratamentos de tecidos infectados, a TFDa é indicada para o controle 

do crescimento microbiano e para a indução da morte celular microbiana, porém sem causar 

danos irreversíveis ao tecido do hospedeiro. Assim, o objetivo é obter a morte seletiva dos 

micro-organismos, mas não das células humanas. Representa uma alternativa 
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antibacteriana, antifúngica, antiviral para o tratamento e organismos resistentes a drogas 

(Núñez et al., 2013). 

A TFDa baseia-se no princípio de que um corante fotoativável, conhecido como 

fotossensibilizador, se liga à célula-alvo e são ativados por uma luz de comprimento de onda 

adequado. Durante este processo, espécies de oxigênio, tais como oxigênio singleto e 

radicais livres, são formados, e estes produzem um efeito tóxico para a célula (Weishaupt et 

al., 1976; Dougherty et al., 1998; O’Neill et al., 2002; Al-Watban e Zhang, 2005; Lima et al., 

2009; Guglielmi et al., 2011; Kurek et al., 2011; Mang et al., 2012). Por meio da irradiação 

com luz no intervalo visível do espectro, o fotossensibilizador passa por uma transição de 

um "estado fundamental" de baixa energia a uma energia superior, o qual é excitado para o 

seu estado tripleto, e a energia é transferida para o oxigênio molecular. O oxigênio singleto 

altamente reativo é capaz de reagir e destruir o sistema biológico das células (Dougherty et 

al., 1998; Araújo et al., 2014). O oxigênio singleto (1O2) induz processos antioxidantes, 

deterioram tecidos biológicos, destroem componentes essenciais celulares e modificam as 

atividades metabólicas de forma irreversível (Hamblin e Hasan, 2004). Os locais críticos de 

ação do oxigênio singleto incluem as mitocôndrias, o DNA e as membranas lipídicas 

(Schneider et al., 2012). 

O azul de toluidina é um tipo de corante usado como fotossensibilizador na TFDa. É 

classificado como fenotiazínico, hidrofílico e catiônico (carregado positivamente) (Núñez et 

al., 2013). Para promover um efeito letal sobre as células bacterianas específicas, o 

fotossensibilizador precisa ser seletivo para determinadas células procariotas (Araújo et al., 

2014). A inativação fotodinâmica de bactérias baseia-se na premissa de que o corante pode 

passar pela parede celular e acumular-se no interior na célula, o que se torna crítico para a 

indução de danos irreversíveis a bactérias após irradiação (Rolim et al., 2012).  

Fontes de luz vermelha (630-700 nm) tem sido amplamente utilizadas em TFDa, 

devido aos seus comprimentos de onda que podem penetrar eficazmente tecidos biológicos 

(Wilson e Patterson, 1986). A literatura científica relata que a interação entre essas fontes 

de luz e os fotossensibilizantes que absorvem neste comprimento de onda, como o azul de 
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metileno, azul de toluidina e verde malaquita, pode resultar em morte microbiana 

significativa (O’Neill et al., 2002; Zanin et al., 2005, 2006; Bevilacqua et al., 2007; Lima et al., 

2009; Guglielmi et al., 2011; Pereira et al., 2011; Vahabi et al., 2011; Rolim et al., 2012; de 

Melo et al., 2013). 

Existem na literatura científica muitos estudos que comprovaram a inativação de 

bactérias por meio da TFDa, utilizando diferentes tipos de fontes de luz, associados com 

diversos corantes. Porém nenhum estudo comparou a TFDa com um método antibacteriano 

considerado padrão ouro, o digluconato de clorexidina 0,12%, muito utilizado na clínica 

odontológica. Assim, há a necessidade de mais estudos que comparem a TFDa com 

métodos antibacterianos. 
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PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da Terapia Fotodinâmica antimicrobiana 

(TFDa), utilizando laser de baixa potência, em duas densidades de energia, associado ao 

azul de toluidina em biofilme de S. mutans in vitro, analisando a viabilidade bacteriana e a 

presença de polissacarídeos extracelulares insolúveis e intracelulares. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Delineamento experimental 

O Fator em estudo foi o Método de controle do biofilme dental: Terapia 

fotodinâmica antimicrobiana em diferentes densidades de energia – TFDa 320 J/cm2 e TFDa 

640 J/cm2; Digluconato de clorexidina – CHX 0,12% (controle positivo) e solução salina – 

NaCl 0,89% (controle negativo). O delineamento do estudo foi realizado em blocos 

completos e casualizados, sendo a amostra composta por 12 culturas de biofilmes de S. 

mutans, divididos aleatoriamente em 4 grupos. A amostra do experimento foi realizada em 

triplicata (n=3) e as variáveis de respostas foram obtidas por meio da análise quantitativa da 

viabilidade bacteriana expressa em unidades formadoras de colônia (UFC) por mm2 da área 

do espécime, dos polissacarídeos extracelulares insolúveis (PECI) e dos polissacarídeos 

intracelulares (PIC), ambos expressos em peso (μg) por mm2 da área do espécime.  

 

Preparação dos espécimes 

Foram confeccionados, a partir de uma matriz de teflon circular com um orifício 

central, 12 discos em resina acrílica de 3 mm de diâmetro por 2 mm de espessura. A 

manipulação da resina acrílica autopolimerizável (pó e líquido) (JET – Artigos Odontológicos 

Clássico Ltda., Campo Limpo Paulista, SP, Brasil) foi realizada de acordo com as instruções 

do fabricante. Previamente, o orifício da matriz foi isolado com líquido isolante (Cel – Lac, 

S.S. White Artigos Dentários Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), para que a resina acrílica não 

aderisse à matriz. A resina acrílica manipulada foi inserida no orifício e foi prensada com 

uma placa de vidro por 10 minutos. Após o tempo de presa, o disco em resina acrílica foi 

removido da matriz para realizar o acabamento, removendo-se os excessos da resina 

acrílica com lâmina de bisturi no 15. 

A análise dos discos de resina acrílica foi realizada com lupa estereoscópica (Leica 

S6D Stereosom, Leica Microsystems Argóvia, Suíça) com aumento de 40x. Aqueles que 

apresentaram bolhas de ar ou falhas foram removidos do estudo. 



50 | Material e Métodos 

O discos de resina acrílica selecionados foram envoltos por um dispositivo de fio 

ortodôntico para amarrilho CrNi redondo diâmetro 0,20 mm (.008”) (Morelli Ortodontia, 

Sorocaba, SP, Brasil). O fio foi trançado com porta-agulha Mathieu (Ortho-pli, Filadélfia, 

Pensilvânia, EUA) até atingir 1,5 cm de comprimento. Outro fio ortodôntico Morest Standart 

CrNi retangular 0,48 mm x 0,63 mm (.019” x 0.25”) (Morelli Ortodontia, Sorocaba, SP, Brasil) 

de 2,5 cm foi colado perpendicularmente ao fio de amarrilho com cola instantânea (Super 

bonder, Loctite, Henkel Ltda., Itapevi, SP, Brasil). Esse dispositivo foi confeccionado com a 

finalidade de facilitar a manipulação do espécime e de mantê-lo mergulhado dentro do meio 

de cultura (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Disco de resina acrílica associado 

a dispositivo de fio de aço. 

  

Esterilização dos espécimes 

Os espécimes (dispositivo em aço + disco de resina acrílica) foram colocados em 

grau cirúrgico e levados para esterilização no Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto - USP. A esterilização foi feita por meio de um equipamento de 

Raios-X (Rad Source; Modelo RS-2000). Os parâmetros utilizados incluíram potencial de 

energia de 160 KVp, corrente de 25 mAs e filtro de 0,3 mmCu. A dose aplicada foi de 100 

Gray por 760 segundos. 
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Formação do Biofilme  

Para a formação do biofilme dentário cariogênico in vitro foi empregado o protocolo 

de produção de biofilme monoespécie em modelo “Miséria e Fartura” descrito por 

Ccahuana-Vásquez e Cury (2010), com duração de 5 dias. Cepas de Streptococcus mutans 

UA159, gentilmente cedidas pelo Prof Jaime A. Cury da FOP-UNICAMP, foram transferidas 

para um meio de baixo peso molecular (LMW), o UTYEB (Meio de Extrato de levedura 

Triptona) contendo glicose 1% e incubadas em estufa de anaerobiose (Sanyo Eletric 

Biomedical Co., Ltd., Osaka, Japão), a 37°C e 5% de CO2, com o objetivo de reativar os 

micro-organismos. Em seguida, foi realizado um “streak” desse caldo em placas de Brain 

Heart Infusion (BHI) Ágar, as quais ficaram mantidas em estufa (37°C, 5% de CO2). Para o 

preparo da cultura iniciadora (“starter”), foram coletadas colônias de uma placa de BHI ágar 

e transferidas assepticamente para um novo meio de LMW e glicose, os quais foram 

mantidos em estufa (37°C, 5% de CO2). Doze espécimes foram incubados individualmente 

em poços contendo 2 mL da mistura de meio LMW, glicose e das bactérias da cultura 

iniciadora e colocados em estufa (37°C, 5% de CO2). Os biofilmes formados foram 

transferidos para novos poços contendo um novo meio LMW e glicose, sendo expostos 

durante 1 min, 8x/dia, à solução de sacarose 10%, em horários pré-determinados (08:00, 

09:30, 11:00, 12:30, 14:00, 15:30, 17:00 e 18:30h). Este protocolo foi repetido por mais 3 

dias e após cada exposição à sacarose os espécimes com biofilme foram lavados em NaCl 

0,9% (Fluxograma 1a). 

O biofilme foi submetido aos métodos de controle do biofilme (tratamentos) 2 vezes 

ao dia (8:00 e 17:00) após o banho de sacarose. A troca do meio foi realizada a cada 24 

horas. Durante o processo de formação do biofilme e da realização dos tratamentos foi 

realizada o método de Coloração Gram em um esfregaço inoculado e analisadas ao 

microscópio óptico de luz (Olympus Corporation, Tóquio, Japão) a fim de controlar a pureza 

da cultura.  
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Tratamentos dos biofilmes  

Os biofilmes formados ao redor dos espécimes foram submetidos a um dos 4 

tratamentos (n=3): Digluconato de clorexidina 0,12% (CHX, controle positivo); Solução 

salina 0,89% (NaCl, controle negativo); Terapia fotodinâmica antimicrobiana com azul de 

toluidina e laser de baixa potência (densidade de energia 320 J/cm2) (TFDa 320); Terapia 

fotodinâmica antimicrobiana com azul de toluidina e laser de baixa potência (densidade de 

energia 640 J/cm2) (TFDa 640). 

Para o grupo controle positivo (Grupo CHX), o digluconato de clorexidina 20% 

(Sigma – Aldrich Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil) foi diluído a 0,12% em água destilada 

estéril em fluxo laminar. Os espécimes com biofilme foram banhados em 2 mL dessa 

solução por um 1 minuto. Os espécimes do grupo NaCl foram mergulhados em 2 mL de 

solução salina (NaCl 0,89%) por 1 minuto.  

Nos grupos que foram empregados a terapia fotodinâmica antimicrobiana (grupos 

TFDa 320 e TFDa 640), os espécimes com biofilme foram mergulhados em 2 mL do corante 

azul de toluidina por um período de 5 minutos. O corante azul de toluidina (Merck Millipore 

Corporation, Darmstadt, Alemanha) foi preparado no Laboratório de Bioquímica da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP, a uma concentração 0,01% 

em água destilada e filtrado, dentro do fluxo laminar, por meio de uma membrana de 

polietersulfona de 0,22 μm (KASVI, Curitiba, PR, Brasil). Após a filtração o corante foi 

colocado em tubo falcon envolto por papel alumínio e armazenado no escuro. Após o tempo 

de exposição ao corante, os espécimes foram expostos a fonte de luz. O laser de baixa 

potência utilizado foi um laser de diodo, fosfato de alumínio índio gálio (InGaAlP) (Whitening 

Lase II - DMC, São Carlos, SP, Brasil) com um comprimento de onda de 660 nm, diâmetro 

da fibra de 600 µm e potência de 100 mW. Os parâmetros adotados foram: Grupo TFDa 320 

– Densidade de energia de 320 J/cm2, tempo de irradiação de 90 segundos em cada face 

circular do espécime e energia total de 9 J; e Grupo TFDa 640 - Densidade de energia de 

640 J/cm2, tempo de irradiação de 180 segundos em cada área circular do espécime e 

energia total de 18 J. (Tabela 1). 
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Tabela 1. Protocolo usado para irradiação com laser de diodo (InGaAlP). 

Grupos 
Comprimento 

de onda (nm) 

Densidade de 

Energia (J/cm
2
) 

Energia (J) 
Potência 

(mW) 

Tempo de 

irradiação (seg) 

TFDa 320 660 320 9 100 90 + 90 

TFDa 640 660 640 18 100 180 + 180 

 

Após os tratamentos, os espécimes de todos os grupos foram lavados três vezes 

com solução de NaCl 0,9%, para remoção do excesso das soluções (Ccahuana- Vásquez; 

Cury 2010) (Fluxograma 1b). 

Durante todo o experimento, os procedimentos que envolveram o corante azul de 

toluidina e o digluconato de clorexidina foram realizados no escuro ou sob luz extremamente 

suave para evitar a ocorrência de fototoxicidade não intencional. 

 

Coleta do Biofilme  

Após a aplicação dos métodos de controle do biofilme e lavagem em solução de 

NaCl (0,9%), os espécimes (n=3) foram transferidos individualmente para tubos de 

microcentrífuga contendo 1 mL de NaCl (0,9%) previamente nomeados. As amostras 

(Eppendorf + espécime + biofilme) foram sonicadas  (Model 505 Sonic Dismembrator, Fisher 

Scientific, Pittsburgh, Pensilvânia, EUA) com 1 pulso de 15 segundos com amplitude de 

20%. A suspensão resultante (diluição 0 ou inicial) foi diluída em série (1:10, 1:100, 1:1000; 

1:10000; 1:100000; 1:1000000; 1:10000000 e 1:100000000) em eppendorfs com 900 μL de 

NaCl (0,9%). Alíquotas da suspensão foram utilizadas para determinar a viabilidade do 

biofilme bacteriano e análise dos polissacarídeos (Aires et al., 2008) (Fluxograma 1c). 

 

Análises no biofilme  

As análises no biofilme foram conduzidas de acordo com Aires et al. (2008) 

e serão descritas a seguir. 
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1. Viabilidade bacteriana 

Para avaliação da viabilidade bacteriana, 2 gotas de 20 μL de cada diluição foram 

plaqueadas em Brain Heart Infusion Ágar (BHI Ágar) para determinar a viabilidade de S. 

mutans. As placas foram incubadas por 48 h à 37ºC em estufa de anaerobiose (37°C, 5% de 

CO2). As colônias foram contadas uma lupa estereoscópica (Carl Zeiss Microimaging GmbH, 

Göttingen, Alemanha), e a contagem da população de micro-organismos foi expressa em 

unidades formadoras de colônia (UFC) por mm2 de área do espécime (Fluxograma 1c).   

 

2. Análise de Polissacarídeos 

O restante da suspensão sonicada do biofilme foi centrifugada a 10.000 g durante 5 

minutos a 4°C (Centrífuga 5810R, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante 

contendo os polissacarídeos extracelulares solúveis foi recolhido. O precipitado foi lavado 

com 100 μL de solução salina, centrifugado e o sobrenadante foi recolhido novamente. Para 

o precipitado, 400 μL de NaOH 1M foram adicionados para extração dos polissacarídeos 

extracelulares insolúveis (PECI) (Cury et al., 1997). O eppendorf foi agitado em vórtex, 

agitado por 15 minutos, centrifugado e o sobrenadante foi transferido para outro eppendorf 

chamado PECI. O precipitado foi lavado com 100 μL de NaOH 1M, centrifugado e o 

sobrenadante foi adicionado ao eppendorf PECI, no qual foram adicionados 3 volumes de 

etanol frio. Para o eppendorf contendo o precipitado residual, 400 μL NaOH 1M foram para 

extração de polissacarídeo intracelular (PIC) (Tenuta et al., 2006). Este tubo foi 

homogeneizado em vórtex, aquecido durante 15 minutos a 100°C, centrifugado e o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo chamado PIC. O precipitado foi lavado e o PIC 

extraído foi recuperado como descrito para a extração dos PECI. 

Os eppendorfs contendo etanol frio com PECI ou PIC foram mantidos durante 30 

minutos a -20°C, em seguida centrifugados e os precipitados foram lavados 2x com etanol 

frio a 70%. Os polissacarídeos precipitados foram ressuspensos em 250 μL de NaOH 1M e 

os hidratos de carbono totais foram estimados pelo método de fenol sulfúrico (Dubois et al., 

1956), utilizando glicose como padrão. Os resultados foram normalizados para a área do 

espécime. 
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Fluxograma 1a. Fluxograma do estudo: formação de biofilme in vitro monoespécie (S. mutans) conforme 

modelo “Miséria e Fartura” descrito por Ccahuana-Vásquez e Cury (2010) 
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Fluxograma 1b e c. Fluxograma do estudo: métodos de controle do biofilme dental cariogênico, coleta e 

viabilidade do biofilme. 
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Análise Estatística 

Para comparação das médias entre os tratamentos, foi usada a análise de variância 

(ANOVA). Uma vez avaliada a existência de diferença entre, pelo menos, duas dentre as 

médias comparadas, foi feito um teste auxiliar, nesse caso o teste de Tukey-Kramer foi 

eleito, em nível de significância de 5%. 

Os dados da viabilidade bacteriana foram avaliados pela a técnica de análise de 

variância baseada em postos (Rank Based ANOVA) que é uma hibridação entre o teste 

paramétrico (ANOVA + Tukey) e não paramétrico (Teste de Kruskal-Wallis). 

A pressuposição de normalidade dos erros foi avaliada em todos os casos por meio 

de gráficos, do teste de Shapiro-Wilk e dos coeficientes de assimetria e curtose.  

As análises foram processadas por meio do uso do sistema SAS (SAS Institute Inc. 

The SAS System, release 9.3. SAS Institute Inc., Cary:NC, 2010) e em todos os testes 

estatísticos foi adotado o nível de significância de 5%.  
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RESULTADOS 

Os resultados, descritos na tabela 2 e figura 2, mostram a média dos valores do 

número de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) pela área do espécime em mm2. Pode-

se observar que o grupo TFDa 640 foi semelhante estatisticamente ao grupo tratado com 

CHX (p > 0,05) (tabela 4), apresentando a mesma eficiência na morte celular. O tratamento 

com TFDa 320 foi estatisticamente diferente dos demais grupos, apresentando maior 

viabilidade bacteriana em comparação aos grupos TFDa 640 e CHX (p < 0,05) e menor 

número de bactérias que o grupo NaCl (p < 0,05). O tratamento com solução salina foi 

diferente estatisticamente da CHX, TFDa 320 e 640 (p < 0,05), apresentando viabilidade 

maior.  

Tabela 2. Viabilidade bacteriana de biofilme (S. mutans) de acordo com tratamento. 

Tratamentos/Grupos UFC/mm
2 

x10
6
 média ± desvio padrão) 

CHX (n=2) 0,00 ± 0,00 
a
 

NaCl (n=3) 92,25 ± 41,33 
b
 

TFDa 320 (n=3) 30,33 ± 8,54 
 c
 

TFDa 640 (n=3) 6,70 ± 1,21 
a
 

Os dados são expressos como média (desvio padrão) de unidades formadoras de colônias pela área do 
espécime (UFC/mm

2
). As diferenças estatísticas são indicadas por letras minúsculas diferentes (teste de 

Tukey, p < 0,05) (valor de F: 40,25). 

 

 

 
Figura 2. Efeitos dos diferentes tratamentos sobre a viabilidade bacteriana de 
biofilme (Streptococcus mutans). As diferenças estatísticas são indicadas por letras 
minúsculas diferentes (teste de Tukey, p < 0,05).  
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A tabela 3 demonstra a média da concentração de polissacarídeos extracelulares 

insolúveis (PECI) e de polissacarídeos intracelulares (PIC) de biofilmes crescidos pela área 

do espécime (mm2) após os tratamentos. Pode-se observar que não houve diferença 

estatística significante (p > 0,05) (tabela 4) na quantidade de PECI e PIC formados entre 

grupos TFDa 640, TFDa 320 e CHX. Porém, para os PECI, o grupo da CHX também não 

diferiu estatisticamente do tratado com solução salina (NaCl 0,89%). No entanto, para esta 

comparação, o valor de p foi de 0,07, que é próximo do nível de significância adotado neste 

estudo Para PIC, os grupos TFDa 640, TFDa 320 e CHX diferiram estatisticamente do NaCl.  

 

Tabela 3. Concentração de PECI e PIC de biofilme (S. mutans) de acordo com tratamento. 

Tratamentos/Grupos 
μg/mm

2 
(média ± desvio padrão) 

PECI PIC 

CHX (n=2) 1,08 ± 0,18 
ab

 0,19 ± 0,06 
a
 

NaCl (n=3) 2,13 ± 0,54 
b
 0,50 ± 0,18 

b
 

TFDa 320 (n=3) 0,66 ± 0,14 
a
  0,16 ± 0,02 

a
 

TFDa 640 (n=3) 0,84 ± 0,43 
a
 0,13 ± 0,02 

a
 

Os dados são expressos como média (desvio padrão) da concentração de PECI e PIC pela área do espécime (μg/mm
2
). Nas 

colunas, as diferenças estatísticas são indicadas por letras minúsculas diferentes (teste de Tukey, p < 0,05). 

 
 
Tabela 4. Nível de significância entre os tratamentos em relação a viabilidade bacteriana, concentração de PECI 

e PIC: Tukey-Kramer  

Comparação entre os tratamentos 

Valor de p 

Viabilidade bacteriana 

(UFC/mm
2
) 

PECI 

(μg/mm
2
) 

PIC 

(μg/mm
2
) 

CHX NaCl <.0001 0,070 0,048 

CHX TFDa 320 0.0014 0,648 0,989 

CHX TFDa 640 0.0791 0,906 0,932 

NaCl TFDa 320 0.0218 0,008 0,019 

NaCl TFDa 640 0.0004 0,017 0,013 

TFDa 320 TFDa 640 0.0218 0,931 0,987 

As médias de dois tratamentos são consideradas diferentes quando p < 0,05. 

 

Pelo método da coloração Gram, pode-se observar que houve contaminação, por 

algum tipo de micro-organismo, em apenas 1 poço do grupo CHX, o qual foi eliminado do 

estudo. Esta coloração foi realizada regularmente e as lâminas foram observadas em 

microscópio óptico, por meio de lâminas com esfregaço inoculado, o qual mostraram apenas 

bactérias do tipo cocos coradas pela violeta de genciana, confirmando a pureza do biofilme 

por S. mutans (Figura 3). 
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Figura 3. Coloração Gram. Presença de bactérias tipos 

cocos coradas por violeta genciana. 
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DISCUSSÃO 

Os biofilmes bacterianos bucais estão envolvidos na etiologia da cárie dentária 

(Marsh, 2010) e reconhece-se que as bactérias de biofilmes são menos susceptíveis aos 

agentes antimicrobianos em comparação com bactérias planctônicas (Davey e O’Toole, 

2000). O uso da terapia fotodinâmica para inativar micro-organismos é bem estudada (Zanin 

et al., 2005, 2006; Araújo et al., 2014) e os dados sugerem que a cárie dentária é uma 

doença susceptível a TFDa (Guglielmi et al., 2011; Melo et al., 2015). No entanto, fatores 

como os parâmetros de luz, o fotossensibilizador e de oxigênio tecidual são fatores 

indispensáveis para um tratamento bem sucedido usando TFDa. Neste estudo, avaliamos 

duas densidades de energia, combinadas com azul de toluidina, o fotossensibilizador mais 

empregado (Santin et al., 2014), em um S. mutans biofilme maduro e denso. 

A fototoxicidade foi evidente em biofilmes expostos a TFDa, sugerindo um efeito de 

resposta dose-dependente do tempo de irradiação e da densidade de energia do laser de 

diodo utilizado, em relação à morte celular. Estes resultados corroboram com o estudo de 

Wilson et al. (1996) e Zanin et al. (2005), os quais utilizaram, respectivamente, laser de 

Arseneto de Gálio e Alumínio (GaAlAs) e laser Hélio-Neônio (HeNe), em diferentes 

densidades de energia, e os resultados mostraram que a quantidade de bactérias viáveis foi 

reduzida nos grupos que utilizaram densidade de energia maior. O’Neill et al. (2002) 

revelaram por meio de Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM), que a inativação 

fotodinâmica ocorre predominantemente nas camadas mais externas do biofilme deixando 

algumas das bactérias mais internas vivas, devido à incapacidade do corante se difundir 

para regiões mais internas, à incapacidade da luz penetrar, ou a combinação de ambos. O 

presente estudo dobrou a densidade de energia e, consequentemente, dobrou o tempo de 

irradiação, deixando o biofilme exposto ao efeito da TFDa por mais tempo. Portanto as 

bactérias mais internas foram atingidas pela ação desta terapia. 

Estudos na literatura que avaliaram o efeito da TFDa em biofilmes bacterianos, 

utilizaram como grupo controle para comparação, micro-organismos que foram submetidos 

aos efeitos isoladamente, ou da irradiação com a fonte de luz ou dos corantes. A maioria 
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dos pesquisadores não observou resultados positivos, mostrando que há uma resistência 

microbiana à luz e que os corantes usados isoladamente não apresentaram efeito citotóxico 

para os micro-organismos testados (Wilson et al., 1996; O’Neill et al., 2002; Zanin et al., 

2005, 2006; Bevilacqua et al., 2007; Costa et al., 2010; Pereira et al., 2011; Vahabi et al., 

2011; Mang et al., 2012; Rolim et al., 2012; Silva et al., 2012; Araújo et al., 2014). Porém, no 

presente estudo, consideramos como grupo controle positivo, o digluconato de clorexidina 

0,12%, por apresentar efeito bactericida, diminuir a capacidade do biofilme para produzir 

ácidos e evitar o aumento da massa de biofilme (peso seco e proteínas totais), quando 

usada 2x ao dia (Ccahuana-Vásquez e Cury, 2010). Os efeitos da CHX 0,12% sobre a 

viabilidade bacteriana foram semelhantes estatisticamente a TFDa 640 J/cm2. Somente 

Müller et al. (2007) compararam a CHX e TFDa e revelaram que não ocorreram diferenças 

significativas da redução do números de bactérias, em biofilme multiespécies, entre grupos 

tratados com TFDa (laser Helbo e azul de metileno) e clorexidina a 0,2%, porém teve uma 

diminuição significativa quando foi tratado com clorexidina a 2%, mostrando um efeito 

antimicrobiano dose-dependente da clorexidina. Os dados da atual pesquisa sugerem que 

um tratamento duas vezes por dia com TFDa 640 J/cm2 com azul de toluidina como 

fotossensibilizador é um mecanismo promissor para a inibição do desenvolvimento do 

biofilme rico em matriz.  

Um biofilme é composto por uma matriz contendo polissacáridos (Sutherland, 

2001). Os polissacarídeos extracelulares, especialmente os glucanos, são insolúveis e são 

sintetizados por S. mutans a partir da sacarose por ação das enzimas glicosiltransferases 

(GTase). Os PECI são considerados importantes para a formação do biofilme dental e na 

patogênese da cárie dentária (Hamada e Slade, 1980), por aumentarem a aderência dos 

micro-organismos, promoverem o crescimento do biofilme e serem responsáveis pela 

estrutura da matriz extracelular (Paes Leme et al., 2006; Bowen e Koo, 2011). Os resultados 

deste trabalho mostraram que a TFDa inibiu a produção de PECI de forma tão eficaz quanto 

a aplicação de CHX 0,12%, sugerindo que os tratamentos com laser tiveram influência 

nestes fatores de virulência bacteriano na mesma proporção que a clorexidina. Além disso, 
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o grupo da CHX também não diferiu estatisticamente do grupo tratado com NaCl, e este 

diferiu estatisticamente de ambos os grupos da TFDa, podendo dificultar a interpretação dos 

dados. No entanto, quando os resultados foram avaliados em relação aos valores de P 

ajustados, o nível de significância entre os grupos CHX e NaCl foi p=0,07, o qual é um valor 

muito próximo do valor do nível de significância adotado (5%). 

Os PIC são compostos armazenadores tipo glicogênio que podem ser usados para 

produção de energia e convertidos em ácidos quando os açúcares livres não estão 

disponíveis na boca, prologando os períodos em que os biofilmes podem gerar ácidos, 

mantendo o pH baixo. (Hamada e Slade, 1980; Marsh e Nyvad, 2008). Uma tendência 

semelhante foi obtida para os dois polissacáridos estudados, uma vez que TFDa foi capaz 

de inibir PIC tão eficazmente quanto ao controle positivo (CHX), o que sugere a indução de 

morte celular. Assim, a irradiação nos parâmetros utilizados em nosso estudo parecem inibir 

o metabolismo bacteriano. 

Ccahuana-Vásquez e Cury (2010) mostraram que o tratamento com CHX 0,12% 

diminui a quantidade de bactérias viáveis e que a redução na quantidade de polissacarídeos 

extracelulares, deve ser atribuída à morte bacteriana e não a um efeito específico de CHX 

em inibir a sua síntese. Koo et al. (2003) relataram que a clorexidina não tem ação sobre a 

inibição da síntese de enzimas glicosiltransferases, e consequentemente efeito sobre a 

quantidade de polissacárideos nos biofilmes, interferindo somente no desenvolvimento de S. 

mutans no biofilme. Não há na literatura estudos que analisem o efeito da terapia 

fotodinâmica antimicrobiana sobre os polissacarídeos, porém esta perturbação da matriz 

poderia indicar que há uma diminuição da expressão de enzimas que sintetizam os PECI 

(glicosiltransferases) ou uma desmontagem do  polissacárido em moléculas menores por 

efeito da TFDa. Estas hipóteses serão investigadas em estudos futuros. 

Existem na literatura estudos que demonstraram que as bactérias bucais são 

susceptíveis a TFDa, quando são cultivadas em culturas planctônicas (Williams et al., 2003; 

Bevilacqua et al., 2007; Costa et al., 2010), e quando estão na forma de biofilmes (Zanin et 

al., 2005, 2006; Pereira et al., 2011; de Melo et al., 2013). A organização das bactérias 
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dentro da boca estão como biofilme. Sabe-se que as células cultivadas em biofilme diferem 

das culturas planctônicas em certos aspectos, incluindo a presença de substâncias 

poliméricas extracelulares, a composição da parede celular, a taxa de crescimento, a 

atividade metabólica e de expressão de genes (Costerton et al., 1999). 

O modelo de formação de biofilme in vitro utilizado neste estudo foi baseado no 

trabalho de Ccahuana-Vásquez e Cury (2010), o qual utilizou cepas de S. mutans e as 

expôs a grande quantidade de açúcar, 8x/dia, durante um pequeno período de tempo, com o 

objetivo de simular o que acontece na cavidade bucal. Esse método validado é conhecido 

como “Miséria e Fartura” e pode ser usado para testar os efeitos dos agentes 

antimicrobianos no crescimento do biofilme dental monoespécie. Considerando-se que o 

metabolismo do açúcar é essencial para o comportamento de S. mutans (Hamada e Slade, 

1980), este modelo foi apropriado desde que, a sacarose foi usada para produzir PECI que 

formam a matriz do biofilme e para o armazenamento de PIC, para agir como reservatório. 

No entanto, cada modelo descreve a dinâmica de um determinado processo e os modelos 

não podem descrever todos os aspectos da doença (Bowen, 2015). Outros estudos devem 

ser realizados, a fim de simular as condições intra-bucais complexas. 

Neste estudo, observou-se que a TFDa foi capaz de diminuir o número de bactéria 

viáveis em UFC/mm2 em um modelo de biofilme. Estudos similares, usando o laser de baixa 

potência e o corante azul de toluidina, também mostraram efeitos positivos em relação a 

TFDa, a qual foi eficaz em reduzir significativamente a viabilidade bacteriana de biofilme de 

S. mutans (Zanin et al., 2005; Vahabi et al., 2011) e multiespécies (O’Neill et al., 2002). Os 

fotossensibilizadores são elementos essenciais na TFDa. O azul de toluidina é uma opção 

atraente por causa de seu custo acessível e intensa absorção no espectro de onda 

vermelho (> 600 nm) (Lima et al., 2009), além de interagir mais facilmente com a parede 

celular das bactérias, devido a sua maior solubilidade na região hidrofóbica da parede e ter 

peso molecular baixo permitindo-se difundir (Rolim et al., 2012). A efetividade da TFDa é 

claramente dependente da composição do revestimento bacteriano. De modo geral, as 

bactérias Gram-positivas, com o S. mutans, costumam ser mais susceptíveis à TFDa do que 
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as Gram-negativas. A parede celular das bactérias Gram-positivas têm poros de 

peptideoglicanos e ácidos lipoteicoicos que possibilitam a passagem do fotossensibilizador, 

dando assim amplo acesso à membrana citoplasmática (Dai et al., 2009). 

Sob as condições testadas no presente estudo, a terapia fotodinâmica suprime o 

desenvolvimento de biofilmes e apresenta efeitos sobre a concentração de polissacarídeo. 

Mais pesquisas são necessárias para avaliar o mecanismo da TFDa e seus efeitos na 

estrutura dos polissacarídeos. 
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CONCLUSÃO 

A Terapia Fotodinâmica antimicrobiana (TFDa), utilizando laser de baixa 

potência (InGaAlP) a uma densidade de 640 J/cm2 associado ao azul de toluidina, 

foi capaz de reduzir significativamente o número de bactérias viáveis em biofilme de 

S. mutans cultivados in vitro e interferir na formação de polissacarídeos 

extracelulares insolúveis e intracelulares. 
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