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Esteban Florez FL. Terapia Fotodindmica em microrganismos

cariogénicos — Estudo in vitro. [Tese de doutorado]. Araraquara:

RESUMO

O uso indiscriminado dos antibidticos e seu mecanismo de acdo levaram ao
desenvolvimento de cepas bacterianas altamente resistentes e de maior viruléncia.
Estas cepas causam doencas muito mais agressivas e de dificil tratamento,
constituindo-se um dos principais desafios enfrentados por profissionais da area
da salde. Como a terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA) baseia seu
mecanismo de acdo em reacBes oxidativas ndo especificas, esta passou a ser uma
alternativa interessante para o tratamento de todas as doencas de origem
microbiana, uma vez que, nem bactérias, nem virus ou fungos tem capacidade de
desenvolver resisténcia a TFDA. Considerando que a carie dental € uma doenca
de origem bacteriana especifica e que a eficacia da TFDA depende do tipo e dose
de energia luminosa utilizada, do fotossensibilizador e da taxa de oxigénio nos
tecidos a serem tratados, decidimos investigar a viabilidade da TFDA para
prevencdo e tratamento da carie dental. Para tal, foram realizados 3 estudos: 1)
Revisédo critica da literatura sobre fotossensibilizadores utilizados para controle
antimicrobianos de Streptococcus mutans. 2) Avaliacdo do efeito antibacteriano
de trés fotossensibilizadores (curcumina, hipericina e hematoporfirina)
sobre Streptococcus mutans em suspensdes planctonicas e 3) Avaliacdo do efeito

antibacteriano de trés fotossensibilizadores (curcumina, hipericina e photogem®)



sobre biofilme maduro formado a partir de cepa de Sreptococcus mutans. Dos
fotossensibilizadores utilizados a hipericina foi a que apresentou maior efeito
antimicrobiano sobre suspenséo planctonica. Foi comprovado que a eficacia da
TFDA esta diretamente relacionada com o tipo e dose de energia utilizada, com o
tipo e concentragédo do fotossensibilizador e com o tempo de aplicacdo da terapia.
Nenhuma das terapias utilizadas mostrou efetividade sobre biofilme maduro,
demonstrando a necessidade de mais trabalhos sobre a aplicacdo da TFDA para

tratamento da cérie dental.

Palavras chave: Fotoquimioterapia, microbiologia, Cérie dentaria, Sreptococcus

mutans, Descontaminacao

* Descritores cadastrados - bireme: www.bireme.br




Esteban Florez FL. Photodynamic Therapy in cariogenic

microorganisms — In vitro study. [Tese de doutorado]. Araraquara:

ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics and its mechanisms of action led to the
development of highly resistant bacterial strains and more virulent ones. This
strains can cause diseases much more aggressive and difficult to treat, and in that
way they consist in one of the major challenges to the health care professionals.
As the antimicrobial photodynamic therapy (APDT) it is based on non-specific
oxidative reaction, this is now considered as an interesting alternative to treat all
diseases from bacterial origins, once that, neither bacterias, neither viruses nor
fungi can develop acquired resistance from the therapy. Taking into consideration
that dental caries is a specific bacterial disease and that the APDT's efficiency is
directed related to factors as, wavelength, energy dose, photosensitizer used, and
with the oxygen present in the target tissue, we have decided to investigate the
APDT to prevent and treat dental decay. To accomplish that, it was realized three
studies: 1) Critical Literature revision about photosensitizers used to control
S.mutans. 2) Evaluation of the antimicrobial effect of three different
photosensitizers (Curcumin, Hypericin and Hematoporfirin) over Sreptococcus
mutans in planktonic cultures and 3) Evaluation of the antimicrobial effect of
three photosensitizers (Curcumin, Hypericin and Hematoporfirin) over mature
biofilms obtained from Streptococcus mutans strains. From the photosensitizers

used Hypericin was the one that showed the most antibacterial observed effect on



the planktonic cultures. It was demonstrated by our data that the APDT efficacy is
directly related to the time of irradiation of the samples, with the kind of
photosensitizer used, its concentration and with the energy dose delivered. None
of the proposed protocols were able to show any significant effect over the
microorganisms when in biofilm phase demonstrating in that way the necessity of
realization of more scientific studies to be able to be used as a treatment for dental

decay.

Key words: Photochemotherapy, microbiology, Dental caries, Streptococcus

mutans, Decontamination.



1 INTRODUCAO

A cérie dentéria, ainda hoje, figura entre as mais significativas doencas
que acometem o ser humano, e o principal motivo deve-se ao fato de esta doenca
apresentar uma alta prevaléncia, podendo afetar percentuais acima de 95% nas
mais diversas populaces mundiais’. No ano de 2003, o Projeto Satde Bucal
Brasil, foi concluido com o intuito de produzir informac@es sobre as condi¢des de
salde bucal da populacdo brasileira, além de criar uma base de dados eletronica
relativa aos principais problemas enfrentados nessa area. Este estudo demonstrou
que cerca de 90% da populacdo brasileira de 15 a 19 anos apresenta pelo menos

um dente permanente com experiéncia de carie®.

A cérie é uma doenga invasiva, cronica, transmissivel e que promove a
desmineralizacdo do dente seguido da destruicdo da fase organica da estrutura
cristalina. Este processo resulta da colonizacdo da superficie do esmalte por
microrganismo — especialmente o Streptococcus mutans - que, metabolizando

59 Esta acidez

carboidratos fermentaveis (sacarose, p.ex.), produzem &cidos
localizada é provocada pela disponibilidade de aglUcar e leva a dissolucédo do
fosfato de célcio das camadas superficiais da estrutura de esmalte, liberando assim
fosfato e calcio para 0 meio buca. A partir da determinac&o de um momento essa

perda atinge tal grau que se observa a formacdo de uma cavidade, cuja evolucéo,

pode levar a completa destruicdo da coroa dentaria.

Durante a evolugdo do processo carioso, a camada mais externa ou

superficial, é caracterizada pela presenca de um tecido amolecido, desorganizado



e mido. Segundo Consolaro'’ (1996), é possivel se distinguir clinicamente dois

tipos de dentina no sentido da propagacéo do processo carioso (da superficie para

a polpa).

A primeira e mais superficial, é a dentina infectada®®, esta ¢ caracterizada
por apresentar consisténcia bem amolecida e cores clinicamente observaveis que
variam do amarelado até ao amarronzado. Nesta camada, existem
aproximadamente 10® bactérias por grama sendo que, estas sd0 em sua maioria
proteoliticas; microscopicamente se observa um material granuloso, eosinéfilo e
em quase na sua totalidade sem preservacdo estrutural. A segunda camada é a
zona de dentina desmineralizada superficial®®, esta se encontra mais
profundamente & zona necrética e € caracterizada principalmente pela deformacao
da morfologia canalicular e manutencdo da matriz organica. Os canaliculos
apresentam-se dilatados e obstruidos por microrganismo, apresentando

varicosidades e focos de liquefacdo longitudinais e transversais.

Mais abaixo as duas zonas previamente descritas, encontra-se a dentina
contaminada®®, que ja se localiza fora do alcance visual do operador e que tem por
principal caracteristica, a distorcdo da estrutura cristalina. Nesta regido, a
populagdo bacteriana pode alcancar em média o volume de 10° bactérias por
grama® sendo que em sua maioria estas sdo de carater acidogénico; o aspecto
superficial do tecido se assemelha & textura do couro e pode ser considerada

passivel de remineralizacdo devido & grande preservacdo estrutural nesta regido.



Em meio a dentina contaminada existe ainda uma regido que é classificada
como zona de dentina hipermineralizada, esta €& constituida da zona
desmineralizada profunda, da zona de esclerose dentinaria e finalmente da zona de
dentina reacional. Na zona de dentina desmineralizada profunda, a matriz
canalicular encontra-se preservada e intacta. A presenca bacteriana pode ser
detectada, embora seja pouco frequente. Macroscopicamente essa dentina

apresenta-se seca e com colorag&o acastanhada®.

A cérie é considerada como uma doenca que depende de varios fatores
(multifatorial) e, principalmente, da relacdo entre estes fatores. Estes estdo
relacionados com 0s microrganismos presentes, o tipo de substrato e por fim as
caracteristicas intrinsecas do hospedeiro, de maneira que, para que o inicio da
doenca seja desencadeado é necessaria a presenca concomitante de todos estes
fatores®. Este modelo de apresentacio da doenca carie ficou amplamente
conhecido na literatura como Triade de Keyes* e ainda hoje é bastante aceito e
divulgado. Mais recentemente, um quarto fator foi acrescentado a esta triade, uma
vez que se acredita que o fator tempo seja extremamente importante no

desenvolvimento da cérie’®.

Em seguida ao desenvolvimento de novas técnicas e métodos para
avaliacdo da carie foi concluido que biofilme é o Unico fator verdadeiramente
relacionado com o surgimento do processo carioso. As bactérias presentes, a dieta,
as caracteristicas da saliva do hospedeiro foram classificados como determinantes
e os fatores sociais — classe social, educacao e renda — foram classificados como

fatores de confuséo.



O biofilme dentario (Figura 1) se deposita em condi¢des usuais sobre a
superficie do esmalte dentério ou de outras superficies duras (restauracdes, p.ex.)
que ndo descamam na boca? e quando associado a um consumo freqiiente de
carboidratos fermentaveis, algumas espécies bacterianas dos tipos acidogénicas e
aciduricas séo selecionadas e produzem grandes quantidades de acido, em especial

0 &cido latico, que reduz o pH da interface biofilme/dente.

O tempo no qual o 4cido permanece em contato com a superficie do
esmalte, proporciona sucessivas desmineralizagfes de sua estrutura cristalina
levando ao colapso da estrutura, isto caracteriza o inicio deste processo que se
localiza inicialmente no esmalte; Uma vez que 0 processo carioso esteja instalado
0 esmalte sofre alteracbes fisico-quimicas que mudam as suas propriedades

mecanicas, estéticas e dpticas.

o cooee _ofhe o

Peliculaadquinda

Superficie dental

FIGURA 1- Desenho esquematico que representa o processo de adesdo, colonizacdo e

desenvolvimento do biofilme dentario.



O esmalte tem uma composic¢do basicamente inorganica, aproximadamente
95% de sua composicdo, a estrutura deste tecido se apresenta tridimensionalmente
como um soélido poroso e semi-translucido, que quando atacado pelo processo
carioso, sofre um aumento nos espacos interprismaticos aumentando assim a sua
porosidade. Com o aumento consideravel desta, 0 esmalte passa a apresentar um
aspecto esbranquicado devido a desidratacdo do tecido e conseqliente a

substituicdo das moléculas de 4gua por ar em seu interior .

A dentina é o tecido que se localiza mais profundamente ao esmalte,
contém maiores quantidades de agua e de material organico — 12% e 18%,
respectivamente — e por esse motivo, apresenta caracteristicas bastante diferentes
do esmalte, é um tecido um tanto quanto resiliente devido a grande quantidade de
tubulos dentinarios que dissipam as forcas incidentes, serve de suporte para o
esmalte e reduz o risco de fratura; esta é avascular e ndo apresenta células em seu
interior, com excecdo dos prolongamentos dos odontoblastos que se localizam no
interior dos tubulos dentinarios quando a carie atinge a interface esmalte/dentina
ocorre uma ampla disseminacdo de bactérias, bem como dos produtos que séo
resultado do metabolismo bacteriano, isto aumenta de maneira consideravel a area

de contato destes com os tecidos circunvizinhos.

A medida que a lesdo progride é possivel se observar que, a lesdo

resultante assume a forma de cone com a base na interface esmalte/dentina e apice

voltado para a polpa®”™.



Em funcdo a esta agressdo, o organismo reage e tende a depositar uma
dentina mais densa e que possa resistir de forma mais efetiva ao ataque
bacteriano, este tecido é chamado de dentina esclerosada ou dentina terciéria.

De forma didéatica a dentina pode ser classificada, no sentido da evolucao
do processo carioso quanto a presenca de bactérias e organizacdo como segue

(Figura 2).

DENTINAINFECTADA

ZONADE DENTINA NECROTICA - AMORFA, ZONADE DENTINA DESMINERALIZADA
DESORGANIZADA, DESTRUIDA SUPERFICIAL

FIGURA 2- Esquema de classificagdo da dentina na evolugdo do processo carioso.

A dentina infectada esta irreversivelmente comprometida devido a grande

17,50

presenca de bactérias sendo imperativa a sua completa remog¢do """, enquanto

que, a dentina contaminada pode ser mantida caso receba o tratamento

adequado®®°

. Na rotina clinica diaria ¢ um desafio para o profissional da
odontologia o reconhecimento de maneira visual ou tatil de cada uma destas
regibes. Os métodos existentes mais utilizados, ainda continuam sendo a cor e a

dureza do tecido dentinario, mas diversos trabalhos criticam a utilizacdo da cor

como critério auxiliar na remocéo do tecido cariado, uma vez que, ndo existe uma



relacdo direta entre a cor e a quantidade ou ainda a qualidade das bactérias

presentes na cavidade.

A dureza do tecido é um critério auxiliar mais seguro, pois este oferece
maior resisténcia aos instrumentos manuais e rotatérios em funcdo do contato
destes com é&reas de maior sanidade tecidual®’. Ainda assim é muito dificil a
correta diferenciacdo entre a dentina infectada e a dentina afetada apenas por
métodos tateis, porque estes sdo dependentes de fatores como a afiacdo do
instrumental, a forca aplicada ao instrumento e a maneira de se aplicar o
instrumental®. Por estes motivos é que os métodos de diagnéstico por imagens
como os raios X, 0 uso de corantes especificos para a dentina cariada, ou ainda as
novas tecnologias como o LASER, surgiram de maneira a complementar a
experiéncia do profissional na realizacdo correta do diagnostico seguida da

remogdo mais precisa de tais tecidos.

O método radiografico permite visualizar a presenca de alteracBGes de
composicdo da estrutura cristalina, que na imagem, é representada por areas
radioltcidas de maior ou menor intensidade dependendo do tamanho da leséo de
carie, no entanto, tal técnica é limitada e ndo permite qualificar o tecido. Por este
motivo, o método de diagnostico por RX é utilizado apenas para observar a
presenca, os limites da lesdo e ainda, pode ser utilizado como um método de
controle da progressdo da lesdo através da comparagdo de imagens obtidas em

diferentes tempos °*°.



As técnicas que utilizam corantes para evidenciar a dentina cariada foram
propostas para identificar a dentina infectada. Varios tipos de corantes foram
propostos, entre eles se encontram a fucsina e o vermelho &cido® 30440517374 - o
fucsina foi amplamente utilizada na odontologia, e teve a sua capacidade de
identificar a dentina cariada reconhecida em diversos trabalhos cientificos®>2¢*,
mas o seu potencial carcinogénico, bem como, a existéncia de trabalhos na

literatura que criticam a sua utilizacdo por esta corar areas além da dentina

infectada, fez com que este método auxiliar de diagnostico caisse em desuso.

Recentemente com o surgimento de novas tecnologias aplicadas a
odontologia, surgiram novas possibilidades para auxiliar o profissional no correto
diagnostico da lesdo de cérie, entre elas, podemos citar a condutancia elétrica, o
retroespalnamento e a fluorescéncia induzida (QLF - Quantitative Light
Fluorescence - Inspektor Research Systems, Amsterdan, Netherlands). O
DIAGNOdent® (KaVo Dental, Biberach, Germany) , é um equipamento que tem
0 seu funcionamento baseado no conceito fisico de interacdo da luz com a
matéria, este se utiliza de um feixe de LASER de baixa intensidade para realizar o
diagnostico. O LASER gerado pelo equipamento, é absorvido tanto pela porgéo
organica quanto pela porcdo inorgéanica do dente, bem como, pelas bactérias e
subprodutos destas. Em presenca de caries o equipamento detecta a fluorescéncia
emitida pelo tecido e quantifica a intensidade de luz em uma escala numérica

digital.

Quando do surgimento desta tecnologia — por volta de 1998 — os primeiros

trabalhos na literatura indicavam este como um método bastante promissor. A



maioria dos estudos disponiveis que utilizam o DIAGNOdent® (KaVo Dental,

49,76,86,87 8

Biberach, Germany) foram realizados in vitro e in vivo®”® e foram
direcionados principalmente para o diagnéstico em esmalte, e obtiveram
resultados que indicam tal equipamento como sendo um método auxiliar de
grande valia. Poucos trabalhos avaliaram o sistema de fluorescéncia para

53,78,79,82

mensuracdo da carie em dentina , mas a literatura disponivel corrobora a

utilizacao deste tipo de sistema também para dentina.

Uma vez detectado a presenca de tecido cariado, inicia-se a remocdo deste
através da utilizacdo de brocas em baixa rotacdo, podendo ter a sua acédo
complementada com a utilizacdo de instrumentos cortantes manuais (colher de
dentina, p.ex.). Quando da utilizacdo de tais instrumentos, cuidados devem ser
tomados durante a execucdo da remocdo do tecido cariado, uma vez, que tais
procedimentos podem interferir de forma significativa na vitalidade pulpar do
elemento dental. Desta forma, se tornou necessario o desenvolvimento novos
métodos, técnicas e tecnologias aplicadas para se remover a carie de forma mais
eficiente, indolor e segura. Esta problematica levou a criacdo de sistemas baseados
em agentes quimicos-mecanicos (CarieSolv®-MediTeamDental, Medicinaregatan,
Goteborg, Sweeden, p.ex.) e fisicos (LASER, abrasdo a ar, ultrassom) que

atendam a estas novas exigéncias.

Alguns autores discutem ainda sobre a real necessidade em se remover de
maneira completa ou parcial a dentina cariada, seguida do selamento desta
cavidade com um material restaurador que, deve promover de forma efetiva o

isolamento completo das bactérias remanescentes, de maneira a provocar sua



morte por incapacidade de estas captarem nutrientes do meio bucal™®4348%

Evidéncias cientificas mostram que este tipo de abordagem néo sé paralisa

0 processo de evolucdo da carie, como também, cria condi¢fes para que ocorra
e . . ~ . . 30,43,48,61,65

uma possivel remineralizagéo do tecido cariado remanescente . Outros

trabalhos afirmam que até o presente momento, ndo existem métodos ou

estratégias disponiveis que removam completamente a populacdo bacteriana que

ora tenha se instalado no elemento dental.

Por este motivo, é bastante oportuno e necessario que, novas técnicas e
tecnologias sejam desenvolvidas e aplicadas nas mais diversas areas da
odontologia e, em especial para a Dentistica Restauradora, de maneira a se
conseguir um tratamento efetivo da doenca cérie que seja altamente seletivo,
evitando a remocdo de tecido dentindrio sadio, e ainda contribuindo
significativamente para reduzir a ocorréncia de possiveis recidivas do processo

carioso.

1.1 TERAPIA FOTODINAMICA - BREVE HISTORICO

A terapia fotodindmica (TFD) é uma técnica que surgiu nos primordios do
século XX com Oscar Raab, que em 1900 percebeu durante os seus estudos
relacionados com o tratamento da maléria que, alguns dos microrganismo
unicelulares presentes — Paramecia - morriam quando expostos a luz do sol e ao ar
na presenca de corantes como a acridina®. Com a necessidade do
desenvolvimento de técnicas menos invasivas, para o tratamento de tumores em

humanos, em 1903, Tappenier, JodIbauer %, realizaram as primeiras experiéncias



utilizando a eosina como agente fotossensibilizador para verificar o efeito
fotodinamico deste corante em tais lesdes, que apesar de obterem bons resultados

as suas pesquisas ndo tiveram continuidade.

Em 1924, Policard® tendo como base estudos prévios decidiu estudar a
interacdo das porfirinas com os tecidos de maneira em geral, e em especial com 0s
tecidos que compde os tumores malignos®, e observou que, estas tendem a se
acumular mais intensamente nos tecidos alterados, o que evidencia uma
seletividade natural da droga pelo tecido, além disso, observou que as porfirinas
sdo completamente atoxicas, mas que na presenca de luz visivel e oxigénio as
porfirinas assumem um carater altamente tdxico ao tecido celular levando a
destruicdo localizada do tecido vivo anormal mediante a sua necrose. AS
porfirinas possuem ainda a capacidade de atuar na morte de bactérias e fungos

através de sua inviabilizacéo.

No final dos anos 60, pesquisadores fizeram o primeiro relato de caso onde
descreveram o tratamento bem sucedido de um cancer de seio que foi tratado com
derivados de hematoporfirina e irradiacéo seletiva do tumor com luz visivel®*. Em
1976 pesquisadores postularam que o oxigénio singleto gerado pela sensitizacéo,
a partir da transferéncia de energia do fotossensibilizador era o agente citotdxico
responsével pela destruicdo celular dos tumores?’. J& no final dos anos 70 a terapia
fotodinamica passou a ser reconhecida como uma alternativa para o tratamento de

cancer além de outras condig@es clinicas *® %,



1.2 FOTOSSENSIBILIZADORES (FS)

Diversos compostos quimicos de origem organica ou sintética podem
apresentar caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas interessantes para a terapia
fotodindmica, mas, para que um composto possa ser considerado como um
fotossensibilizador ideal, este deve ser biocompativel com os tecidos saudaveis,
ter pico maximo de absorcdo dentro da “janela bioldgica”, ter rendimento
quantico adequado, custo reduzido, viabilidade comercial, foto-estabilidade, alta
solubilidade em agua ou em derivados do sangue, alta producdo de oxigénio
singleto e baixos niveis de efeitos colaterais (ex. citotoxicidade, grande

acumulacdo nos tecidos provocando fotosensibilidade).

Os fotossensibilizadores séo classificados didaticamente em trés geracdes
— primeira geracdo, segunda geracgdo e terceira geracdo. Esta classificacdo surgiu
em fungéo da cronologia do aparecimento e utilizacdo de tais drogas, bem como,

das alteracdes a que estas foram submetidas ao longo do tempo.
1.2.1 FOTOSSENSIBILIZADORES DE PRIMEIRA GERACAO

As hematoporfirinas (Hp) e os derivados de hematoporfirinas (HpD)
foram, na década de 1970, os fotossensibilizadores mais utilizados na terapia
fotodinamica e sdo considerados como drogas de primeira geracdo. As principais
drogas desta geracdo sdo o Photogem® (Timtec Corp., Newark, USA) e o

Photofrin®* (Figura 3).

S0 compostos obtidos através da sintetizacdo do sangue de humanos e

animais a partir da protoporfirina IX (HplIX) que esta presente na circulacao™’,



séo drogas constituidas por uma mistura de no minimo sete porfirinas oligdmeras

44,47

que estdo ligadas entre si por ligacbes éter ou éster™™’, e que apresentam entre

outras caracteristicas, fortes propriedades lipofilicas e hidrofilicas.

— Ry CH, —
HE R,
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Photogem®

FIGURA 3- Férmula estrutural do Photofrin® e Photogem — derivado de hematoporfirina —

Primeira geragéo.

Tipicamente as porfirinas apresentam cinco principais bandas de absor¢éo
(Figura 4) frente as radiacdes eletromagnéticas, a principal, e mais intensa destas,
se encontra na regido do UV-A com pico maximo de absorcdo por volta de
380nm, e é conhecida como banda de Soret. As outras quatro bandas sao
conhecidas como bandas-Q, tem menor intensidade e estdo localizadas em
comprimentos de onda na regido visivel do espectro eletromagnético, o que do

ponto de vista clinico é uma grande vantagem quando comparado ao ultravioleta®.
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FIGURA 4- Espectro tipico de absor¢do no UV-VIS das porfirinas. (M. Prushan, 2005)

Apesar de serem drogas eficazes para a terapia fotodinamica em diferentes
tipos de tumores, estes fotossensibilizadores ndo sdo considerados como ideais,
uma vez que, apresentam forte acumulacdo em tecidos como a derme e a
epiderme por um periodo que pode variar de quatro até oito semanas, baixo
coeficiente de extincdo molar na faixa de absorcdo de 630 nm, além de apresentar
um alto indice de impurezas. Estas impurezas podem ser conhecidas também
como agregados ou dimeros, e sdo provenientes do proprio processo de obtencéo
destes farmacos. Alguns trabalhos estudaram a influéncia destas na terapia

fotodinamica através de analise cromatografica em tumores, e os seus resultados



demonstraram que, em sua maioria, as impurezas é que eram retidas nos tumores

por meio de um processo de monomerizagdo dentro das células tumorais®.

1.2.2 FOTOSSENSIBILIZADORES DE SEGUNDA GERACAO

Em funcdo das limitacdes e problemas associados com a utilizacdo das
drogas de primeira geracdo, os pesquisadores criaram novas técnicas de maneira a
desenvolver farmacos que pudessem superar as dificuldades e limitacdes das
drogas de primeira geracdo. As principais drogas de segunda geracdo (Figura 4)

séo as ftalocianinas, naftalocianinas, clorinas, bacterioclorinas e as purpurinas.

Ao contrario das porfirinas que sdo obtidas a partir de origem organica,
estes fotossensibilizadores s&o sintetizados quimicamente em laborat6rio por meio
de processos altamente controlados que resultaram na obtencdo de substancias
extremamente puras, que apresentam caracteristicas que se assemelham mais a um
fotossensibilizador ideal, como por exemplo, o deslocamento do pico de absorc¢éo
em comprimentos de onda maiores (650nm — 850nm), alta producdo de oxigénio
singleto, baixa acumulagdo  tecidual, etc. = Atualmente  diversos

fotossensibilizadores de segunda geracdo continuam em experimentacdo clinica.



Figura 5- Férmula estrutural da ftalocianina e Foscan®. Exemplos de fotossensibilizadores de
segunda geragao.

A hipericina (Hp) € uma substancia que pode ser extraida de plantas que
pertencem ao género Hypericum perforatum Linné, popularmente, esta planta
pode ser conhecida por Erva de S&o Jodo, Milfurada ou Jarsin. E uma planta
muito comum na Europa e pode ser encontrada com facilidade na beira de
estradas, valas e bosques. Os primeiros relatos de sua utilizacdo datam do séc. V
para o tratamento de febre e tosse. Mais adiante, ja no século XVI, Gerard em
1597 relata que o cha extraido das flores e sementes da planta poderia ser

utilizado para o tratamento de pedra na bexiga.

Com a crescente utilizacdo desta planta, os pesquisadores da época
desenvolveram através de um processo de destilacdo, um 6leo que foi amplamente
utilizado no tratamento de feridas infectadas e contusbes em funcdo das
propriedades antiinflamatorias e bactericidas que tal Oleo apresentava. A
utilizacdo deste 0Oleo foi tdo importante e eficaz na Europa, que apds muitos anos

de utilizagdo com sucesso clinico comprovado, este foi incluido como



medicamento na primeira farmacopéia oficial de Londres sob o nome de Oleo

Hypérici (1944).

Atualmente a Hipericina (Figura 6) € um medicamento classificado como
fitoterapico e pode ser indicada no tratamento de distarbios psicovegetativos que
envolvam alteracdes de humor de niveis leve até moderado, no tratamento de
disturbios do sono, depressdo, melancolia, dores musculares e no tratamento da
cefaléia. A planta contém um grande numero de metabdlitos secundarios, como
por exemplo, os flavondides, os acidos fenolicos, os taninos e os derivados
antraquindnicos (iso-hipericina, proto-hipericina e pseudo-hipericina, p.ex.). Estes
ultimos compostos sdo o0s verdadeiros responsaveis pela acdo farmacologica

antidepressiva que o extrato obtido da planta apresenta®>?%%%,

Mais recentemente e em funcdo da necessidade de promover um controle
bacteriano de forma adequada e de maneira alternativa & utilizacdo dos
antimicrobianos tradicionais, a hipericina vem obtendo grande atencdo por parte
da comunidade cientifica por apresentar caracteristicas antibacterianas e foto-
toxicas (Schey et. al.2® 2000) que podem ser de interesse para a sua aplicacéo na

terapia fotodinamica.



FIGURA 6 - Formula estrutural da hipericina.

A exemplo, de outras substancias de origem vegetal que apresentam
acentuadas caracteristicas fotoquimicas, a curcumina vem sendo estudada de
maneira que se possa determinar o potencial de acdo desta como um
fotossensibilizador viavel para a terapia fotodindmica. E um corante de origem
natural que provém do rizoma (raiz) da Curcuma Longa, que apresenta cor
amarelo ouro e ha muito tempo é utilizada nas culturas orientais como corante e
conservante para alimentos. Além disso, a curcumina é amplamente utilizada na
medicina oriental como um medicamento alternativo para o tratamento de uma
grande diversidade de doencas, bem como, para o tratamento de sinais e sintomas
para condicdes como problemas pulmonares, problemas de pele, dores, feridas e

desordens hepaticas.

A literatura acerca do uso da curcumina no cuidado & salide humana é
bastante ampla, para que se tenha uma idéia, através de uma pesquisa simples em
qualquer uma das bases de dados disponiveis, é possivel de ser encontrados cerca
de 3000 trabalhos publicados que discutem os beneficios diversos que a
curcumina promove nas mais diferentes areas do conhecimento, entre elas

podemos citar, a industria de cosméticos, alimenticia, etc. Apesar de ser



amplamente comercializada, e consumida em paises como, Estados Unidos,
China, Turquia, Paquistio e India, muito ainda se discute com relagdo &s

propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas da curcumina.

Alguns autores como Tonnesen et al.>> em 1987, e Dahl et al.?> em 1989
descreveram que a curcumina, quando diluida em DMSO em concentracBes que
variam entre 5-10% seguida de exposicdo & luz em comprimentos de onda que
variam de 300-500 nm, apresenta propriedades bactericidas em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, no entanto, os mecanismos pelo qual a curcumina
exerce 0 seu efeito antibacteriano ainda ndo esta estabelecido. Estes autores
relatam ainda que este efeito foi dose dependente para o farmaco, bem como para
parametros como tempo de exposi¢do & luz, tempos de incubacdo pés-irradiacéo,

tipo de bactéria e o tipo de preparo do farmaco.

A microbiota oral humana é extremamente rica e altamente diversificada,
existem aproximadamente cerca de 400 espécies bacterianas além de protozoarios,
fungos e virus®. Os primeiros trabalhos disponiveis na literatura que estudam os
efeitos da terapia fotodindmica em bactérias orais datam de 1992 e foram

executados por Wilson et al. #*320:10°

, onde estes testaram o potencial bactericida
de vérios agentes fotossensibilizadores e observaram que os melhores resultados
foram obtidos com o Azul de Toluidina (TBO), o azul de metileno, o aluminio
dissulfonado fitalocianino (AIPcS2), o cristal violeta e a dihematoporfirina éster
(DHE). Neste mesmo estudo os pesquisadores observaram ainda que, nenhum dos

fotossensibilizadores utilizados apresentaram efeitos significativos quando em

auséncia de luz o que corrobora os resultados obtidos por Policard em 19242,



Em 1993 Burns et al.**'* publicaram dois estudos sobre a agdo
antimicrobiana da terapia fotodindmica sobre bactérias cariogénicas, estes estudos
foram realizados utilizando suspensfes de Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus casel e Actinomyces viscosus presentes em dentina
humana, e verificaram que, os microrganismo escolhidos eram sensiveis ao
tratamento imposto e ainda que reducdes de até 10° unidades formadoras de

coldnias (UFC) foram também observadas.

Neste contexto, surge a terapia fotodindmica com aplicacdo antimicrobiana
(TFDA), que pode ser considerada atualmente como um possivel tratamento da
lesdo de carie, uma vez que esta técnica apresenta alta seletividade, baixa
toxicidade e ser de facil aplicacdo. Diversos estudos demonstraram que a TFDA é
efetiva contra grande nimero de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas’’,
estes estudos ainda evidenciaram a possibilidade da utilizacdo de uma grande
quantidade de fotossensibilizadores. No entanto existe pouca evidéncia cientifica
que apoia 0 uso da TFDA para tratamento de les6es cariosas em dentina uma vez
que, as bactérias presentes em tais lesdes parecem ser menos suscetiveis a este
tipo de tratamento devido & baixa penetracdo da droga na estrutura cristalina, bem

como a dificuldade de propagacéao da luz através da dentina.



2 PROPOSICAO

OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os diferentes aspectos envolvidos no controle microbioldgico de bactérias
cariogénicas através da técnica de Terapia Fotodindmica com a utilizacdo de trés

drogas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Revisar a literatura disponivel sobre o uso da terapia fotodinamica, os seus
mecanismos de acdo, evolucdo, derivacao, limitacdes e direcOes futuras na

Odontologia.

2. Estudo da viabilidade da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana utilizando
os fotossensibilizadores Curcumina, Hipericina e Hematoporfirina em

células plancténicas de Streptococcus mutans.

3. Estudo da viabilidade da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana utilizando
os fotossensibilizadores Curcumina, Hipericina e Hematoporfirina em

biofilmes de Streptococcus mutans.



3 CAPITULO 1

Revisao sistematica da literatura sobre fotossensibilizadores utilizados para

tratamento da carie dental

Autores: Fernando Luis Esteban Florez, Vanderlei Salvador Bagnato, Osmir Batista de

Oliveira Junior.
INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (TFD) é uma técnica médica que, é largamente utilizada
no tratamento de tumores em diferentes regides do corpo devido a sua acdo seletiva,
minimamente invasiva, de alta efetividade e ainda apresenta baixos niveis de contra-
indicacBes. Em alguns paises industrializados como os Estados Unidos, a Franca e a
Noruega, esta técnica possui aprovacdo para ser utilizada em lesdes de cabeca e
pescoco, de pulmao, lesdes orais e principalmente para o tratamento dos diferentes tipos
de céncer de pele. Seu mecanismo de acdo esta baseado na utilizacdo de corantes
especificos que quando submetidos a energia luminosa adequada, promovem a geracdo
de radicais livres de oxigénio (oxigénio singleto e outros). Estes radicais apresentam
alta reatividade, baixa seletividade, e sdo capazes de oxidar uma grande variedade de
moléculas  organicas destruindo as células neopldsicas marcadas pelo

fotossensibilizador.

O mesmo principio de acdo pode ser utilizado para tratar doencas de origem
microbiana. Esta aplicacdo, denominada de terapia fotodinamica antimicrobiana
(TFDA) apresenta vantagens significativas em relacdo aos antibidticos. A TFDA age de
forma eficaz contra bactérias (Gram positivo e Gram negativo), virus e fungos (Wilson

et al.'®). Além disso, Hamblin e Hasan®* em 2004 sugerem que seja improvéavel o



surgimento de cepas bacterianas resistentes frente ao tratamento fotodinamico. Esta
improbabilidade do desenvolvimento de resisténcia esta associada com a grande
citotoxicidade que os radicais livres de oxigénio liberados durante o processo

apresentam.

Como a carie € uma doenca bacteriana especifica (Sreptococcus mutans,
Lactobacillus sp e Actinomicis viscosus), a periodontite (Porfiromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, Bacteriddes forsitus, Actinobacillus actinomicetencomitans)
fica claro que a TFDA pode representar uma alternativa viavel no controle dos micro-

organismos presentes cavidade oral. Trabalhos publicados na literatura demonstram que

88,93 8,17,45

alguns fotossensibilizadores como o azul de metileno™~°, 0 azul de toluidina eo
rosa bengal’’ foram capazes de promover reducdes bacterianas significativas em
microrganismo cariogénicos e periodontopatogénicos, quando estes se encontram em
suspensdes planctdnicas, mas poucos sdo os trabalhos que investigam o potencial destes

fotossensibilizadores em biofilmes maduros organizados.

Wainwright e Crossley®’ destacam que pouco se conhece sobre as caracteristicas
e propriedades dos fotossensibilizadores utilizados no controle microbiolégico em
odontologia. Estes autores ainda sugerem que esta baixa eficiéncia pode estar
relacionada principalmente, com alguns fatores que estdo diretamente relacionados com
os fotossensibilizadores, como por exemplo: i) a penetrabilidade do fotossensibilizador
na estrutura do biofilme, ii) a solubilidade do FS em meio aquoso, iii) a taxa metabdlica
dos microrganismo dentro de cada uma das camadas do biofilme, iv) efeito das cargas
positivas e negativas no comportamento, e sitio de acdo dos fotossensibilizadores, e v) 0
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores. Em associagdo a estes fatores a
literatura claramente demonstra que né&o existe consenso em relacdo aos protocolos de

utilizacdo da terapia fotodindmica, fontes de luz, comprimentos de onda, tipo e



concentragdo dos farmacos e padronizacdo dos estudos realizados. Estes fatores em
associacdo dificultam em muito a possibilidade de comparacdo entre os diversos

resultados encontrados.

Se considerarmos os diferentes aspectos da céarie dental: a forma de transmisséo
da microbiota cariogénica por bactérias salivares, o mecanismo de infeccdo da
superficie dental via biofilme bacteriano, os aspectos odontoldgicos dessa microbiota
aderida que determinam a cariogenicidade e a viruléncia da placa bacteriana
cariogénica, entre outros, fica evidente que existem varias op¢oes e desafios a serem

superados para a indicacdo da TFDA como terapia para o tratamento da cérie dental.

Um destes desafios refere-se a quais fotossensibilizadores sao mais adequados

para estas aplicacoes.

PROPOSICAO

Através de revisdo critica da literatura, realizar analise comparativa de efeito

inibitério de diferentes agentes fotossensibilizadores sobre Streptococcus mutans.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um levantamento a partir de bancos de dados on line (PubMed e
Bireme). As palavras-chave utilizadas foram: terapia fotodindmica antimicrobiana,
mecanismos de acdo, carie dental, curcumina, hipericina, photogem, azul de metileno,
azul de toluidina, rosa de bengala, Streptococcus mutans, LASER (Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation) e LED (Light-emitting Diode) nos idiomas:
portugués e inglés. Realizou-se o fichamento dos trabalhos e a tabulagdo dos dados de
maneira a observar 0s principais microrganismos cariogénicos, fotossensibilizadores

utilizados e fontes de luz e faixas espectrais.



Esta estratégia de busca resultou em: terapia fotodindmica antimicrobiana AND
carie dental (2 artigos); terapia fotodindmica antimicrobiana AND curcumina OR
Hipericina OR photogem (15 artigos); carie dental AND curcumina OR, hipericina OR

photogem OR azul de metileno OR azul de toluidina OR rosa bengal (31 artigos).

Estes artigos foram revistos criticamente a fim de comparar o efeito inibitorio da
TFDA para Streptococcus mutans relatado por cada autor, o tipo e dose de energia

empregada e o método de analise utilizado.
TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) surgiu no inicio do século XX
com a primeira descricdo da utilizacdo de corantes combinados com luz para controlar
microrganismo (MO), onde Oscar Raab, um médico alem&o que estudava o potencial
citotoxico de uma série de corantes, observou que baixas concentracfes de acridina

promoviam a morte de Paramecium caudatum quando expostos & luz do dia®®.

Alguns anos mais tarde, em 1928% surgem as primeiras substancias
bactericidas. Estas ficaram conhecidas como antibidticos, e as principais drogas que
representam esta época sdo as penicilinas, as estreptomicinas e as tetraciclinas. Os
6timos resultados obtidos com a utilizacdo destas promoveram a significativa melhora
na qualidade e expectativa de vida das pessoas, além disso, doengas que eram

consideradas até entdo como incuraveis foram totalmente erradicadas.

O grande sucesso das terapias antibioticas acabou inviabilizando quase que por
completo o desenvolvimento da TFDA, e somente mais recentemente, e a partir do
surgimento de cepas microbianas resistentes, aos agentes antibidticos, € que novas

abordagens de tratamento voltam a ser objeto de ampla investigacéo.



Atualmente a TFDA tem sido considerada como uma importante alternativa no
controle microbioldgico de infeccdes localizadas®, de origem bacteriana, na pele e na
cavidade oral, uma vez que, esta terapia é eficaz para o tratamento de uma série de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além disso, diversos
trabalhos®®91:106.107.109.110 qemonstram que a TFDA ainda pode ser utilizada com sucesso

no controle de fungos, virus e protozoarios.

Os primeiros relatos da utilizacdo da TFDA na odontologia datam do inicio da

27,45, 104,105,107-109 tastaram em MO como 0s

década de 1990, onde Wilson e colaboradores
Sreptococcus  sanguis, as Porphyromonas gigivalis e o0s Acntinobacillus
actinomycetenncomitans, uma série de fotossensibilizadores (FS) que foram irradiados
em regimes de baixa intensidade de poténcia, com faixa espectral de 660 nm = 5. Os
resultados obtidos com este experimento demonstraram que os FS azul de toluidina,

azul de metileno e clorina B apresentaram os melhores resultados de inativacdo

microbiana.

Tabela 1. Relatos da utilizagdo da TFDA em MO Gram positivos e Gram negativos.

S. aureus, Streptococcus pneumoniae (+),

. ANO DE
+ - ~
ESPECIES (Gram + ou Gram -) FOTOSENSIBILIZADORES AUTORES PUBLICACAO
Escherichia coli (- ) N-Alkylpyridylporphyrins Benov et al.® 2002
Acinetobacter baumannii (- ), E. coli (-) Porfirina cationica hidrofilica Nitzan and Ashkenazi.” 2001
S. aureus ( + ), Staphylococcus epidermidis (
+), Azul de metileno Zeina et al.® 2001

Streptococcus pyogenes ( +)

S. aureus, S. epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa ( - ), E. coli, Photosens Tolstykh et al” 2001
Proteus mirabilis ( -)

Enterococcus faecalis ( + ), Haemophilus Azul de metileno, Azul de Toluidina Usacheva et al.® 2001
influenzae (- ), E. coli, P. aeruginosa

E. coli, Enterococcus hirae ( +) Zn(11) ftalocianina tetrasulfonada Gabor et al® 2001

S. aureus (+) Hematoporfirina (Hp) Bertoloni et al.” 2000




A partir dos relatos de sucesso obtidos com os trabalhos anteriores, uma grande

14,15,19

quantidade de estudos laboratoriais foi realizada utilizando  bactérias

14,15,29 23,24,31,88,89

cariogénicas e periodontopatogénicas , em culturas planctbnicas e em
biofilmes, de modo a investigar os efeitos bactericidas que poderiam ser alcangados
com alguns tipos de FS, como o azul de toluidina e 0 azul de metileno, e os resultados
obtidos nestes estudos, claramente demonstraram que os FS utilizados foram efetivos
para 0s MO Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Sreptococcus
mutans, Lactobacillus casei, Acntinobacillus actinomycetencomitans, Streptococcus

sobrinus e Actinomyces viscosus.

Wood e colaboradores em 1999 realizaram um estudo sobre os efeitos da
TFDA utilizando um FS de segunda geracéo, a Zn(ll)-phtalocianina com caracteristicas
catibnicas em biofilmes dentais por meio da analise de microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Os autores relataram que o método fisico utilizado na avaliacéo,
demonstrou que, apés o tratamento, os biofilmes tinham as suas caracteristicas
morfoldgicas normais bastante alteradas, estes eram mais finos em espessura e menos
densos em populacdo, além disso, os autores observaram grandes redu¢des na agregacdo

entre os MO, e na agregacao entre os MO e a matriz polimérica extracelular (MPE).

Alguns autores como Wainwright em 2002%° e Tuite e Kelly em 2003
publicaram trabalhos que descrevem os diferentes sitios de acdo da TFDA. Em um
destes trabalhos®, o autor relata que a MPE que é depositada pelos MO, e que
atualmente, é considerada como um fator de resisténcia dos MO frente aos agentes
agressores externos, sofreu danos significativos em sua estrutura e em sua organizagédo
apos o uso da TFDA, o que sugere que a MPE também seja susceptivel ao efeito

fotodinamico.



Este estudo foi realizado utilizando como FS o azul de metileno em biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa, e ao final do trabalho, o autor conclui que a TFDA apresenta
um efeito dual sem precedentes na histéria do controle microbiolégico™, ou seja, além
de bactericida, esta terapia ainda apresenta a capacidade de destruir o biofilme, o que é
considerado como uma grande vantagem em comparacdo com o0s antibioticos

atualmente disponiveis.

Em 2004 Wainwright e Crossley®’ publicaram uma revisdo de literatura, onde os
autores discutiram a possibilidade de ocorréncia do desenvolvimento de resisténcia
bacteriana frente & utilizacdo repetitiva dos FS utilizados na TFDA, e ao final desta
revisdo, os autores concluiram que este tipo de utilizacdo nao foi capaz de induzir o

surgimento de cepas bacterianas resistentes ao tratamento.

Os autores ainda discutem que apesar de as bactérias apresentarem uma série de
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase®®, peroxidase™ e a catalase® que
as protegem das agressoes de alguns radicais livres, estas ndo conseguem impedir 0
processo oxidativo imposto pelo oxigénio singleto (*O,), além disso, os autores
acreditam que seja inviavel o surgimento de cepas resistentes ao tratamento, uma vez

que, a terapia independe de uma via metabdlica alvo.

Tabela 2. Relatos da utilizagdo da terapia fotodindmica antimicrobiana em Streptococcus.

. A - Reducado
Autor Ano M Iero- Fontesde luz A (nm) Potencia FEICEEE ] P29 M icrobiana
organismos (mw) r (%)
Bevilacqua 8 2007 S. mutans LED 640 116 Azul de toluidina 100
632,8 73 -
17 i y
Burns 1995 S. mutans Laser 660 11 Azul de toluidina NC
Azul de metileno 73
45
Gongalves 2009 | S. mutans Laser 660 40 Azul de toluidina 70
Luz Branca
Metcalf &’ 2006 | S. mutans (filamento de | 500-550 400x 10° Azul de toluidina 98
tungsténio)
O'Neill " 2002 S. mutans Laser 632,8 60 Azul de toluidina 975
Paulino ”’ 2005 S. mutans Luz Halégena | 400-500 12,8 Rosa Bengal 100
Laser 632,8 32 . 99,9
in % 2005 | S. mut ' Azul de toluid '
Zanin mutans LED 640 (ambos) zul de toluidina (ambos)
S. mutans
Zanin % 2006 | S.sobrinus LED 640 32 Azul de toluidina 95-99
S.sanguinis
Williams %8 2004 S.mutans Laser 633 gg Azul de toluidina NC




Outros trabalhos >>1°4361.76

relatam que a falta de especificidade que os agentes
FS apresentam, e dependendo da carga destes (neutro, catiébnico ou anibénico), os FS
podem atuar de diferentes formas nos MO, ou seja, 0s FS neutros ou anidnicos
conseguem penetrar no interior das células bacterianas e degradam estruturas
fundamentais para vitalidade bacteriana®, como por exemplo, o 4cido nucléico, o que
leva & inativacdo do MO. Ja os FS anibnicos se ligam de forma eficiente em alguns

receptores presentes na parede celular de células Gram-negativas e ndo apresentam

reatividade suficiente para inativa-las®’.

O mecanismo de acdo da TFDA esta baseado na liberacdo do oxigénio singleto
(*O,), que é um radical livre extremamente reativo, muito instavel, que apresenta tempo
de vida extremamente curto e pequena capacidade de difusdo, e em funcdo destas
caracterfsticas, o oxigénio singleto (*O,) que é gerado durante o processo de irradiagdo,
pode reagir com as biomoléculas circunvizinhas, ou pode decair ao seu estado

fundamental de energia em um espaco de tempo muito curto (da ordem de 0,04pus).

Esta grande reatividade apresentada pelo oxigénio singleto (*O,) tem sido
considerada como o principal fator relacionado com a destruicdo da MPE®, em adic#o,
acredita-se que esta caracteristica possa contribuir para a inibicdo da troca plasmidica>
que ocorre entre os MO, o que dificulta a transmissdo de fatores de resisténcia

24,48

relacionados com a terapia, além disso, alguns trabalhos sugerem que TFDA pode

contribuir para evitar o processo de re-colonizacao das superficies dentais.

Em funcdo dos mecanismos de acdo da TFDA e dos trabalhos cientificos
publicados na area, que relatam o sucesso desta no controle de diversos MO em fase
planctonica e em fase de biofilme, esta terapia vem nos dias de hoje, sendo considerada

como uma técnica coadjuvante viavel para ser utilizada no controle da instalacdo do



processo carioso, bem como, no tratamento minimamente invasivo da doenca cérie. A
literatura ainda recomenda que novos trabalhos sejam realizados de maneira a obter
protocolos de tratamento que possam ser utilizados de maneira segura na rotina clinica

diaria.
MECANISMOS DE ACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinamica (TFD) é, nos dias de hoje, uma técnica que apresenta
grande aceitacdo por parte das comunidades cientifica e clinica internacionais, e
basicamente esta opera por meio da utilizacdo de corantes ndo tdxicos que, quando
associados a comprimentos de onda visiveis, em regimes de baixa intensidade de
poténcia, promove a liberacdo de uma série de radicais livres que apresentam a

capacidade de oxidar diferentes moléculas organicas (Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos da terapia fotodinamica em nivel celular.

Formagio de perdxido de hidrogénio, L
.. . .. Processos oxidativos avangados
superéxido e hidroperézdos
Aumento da permeabilidade de ions em
nivel de membrana celular
Perda da capacidade patogénica

Perda da capacidade de reparagio/

Formagéo de hidroperézidos

Inativagdo enzmmatica

Morte
Degradagfio dos nucelotideos/ Substituigio da base/ Quebra da fita/
Degradagdo de agucares/ Quebra Mutagio/ Iubigdo da divisdo celular

Perda de patogenicidade/ Inibigio da

Inibigdo das fungdes dos nbossomos o
divis@io celular.




Diversos trabalhos na literatura descrevem que os FS ndo devem apresentar

quaisquer efeitos citotéxicos quando em auséncia de luz 4430397

, € isto ocorre porque,
nesta condicdo, as moléculas do FS se encontram em seu estado energético fundamental
(So). No momento em que a luz, em comprimento de onda especifico € introduzida no

sistema, a energia contida nos fotons é transferida para as moléculas do FS, e isto faz

com que estas moléculas fiquem excitadas.

Quando excitadas as moléculas do FS sdo altamente reativas, bastante instaveis e
tendem a decair novamente para o seu estado de menor energia (So), este decaimento
energético ocorre de maneira espontanea por meio da liberacdo da energia absorvida
através da emissdo de luz por fluorescéncia, que é um fendmeno fisico que apresenta
tempo de vida bastante curto e seu comprimento de onda € sempre maior do que o
comprimento de onda utilizado na excitacdo. Outra possibilidade passivel de ocorrer é a
liberacdo da energia adquirida por meio da geracdo de calor, este fendmeno fisico é
conhecido como conversdo interna e pode ser observado através do aumento da

temperatura do sistema.

Uma terceira possibilidade de decaimento ainda pode ocorrer com as moléculas
localizadas no estado (S;), nesta situacéo, parte da energia adquirida durante a excitacéo
do FS, € utilizada para promover a travessia intersistema, com isso, a molécula que ora
se encontrava em um estado de maior energia (S;) passa agora para um estado
intermediario de energia (T1) que demanda da alteracdo da orientacdo dos spins da

ultima camada de valéncia das moléculas do FS.

Uma vez que as moléculas do FS se encontrem neste estado energético

intermediario (T,), elas podem decair de maneira espontanea para 0 seu estado



fundamental de energia (Sp) através da emissdo de luz por fosforescéncia, ou podem

interagir com as moléculas vizinhas de duas maneiras diferentes.

A primeira interacdo possivel de ocorrer entre as moléculas excitadas do FS (Ty)
com as biomoléculas da vizinhanca, é conhecida como reacdo do Tipo I, e ocorre
através da troca de elétrons ou ions hidrogénio entre o FS e as biomoléculas, dando
origem a formacdo de radicais livres como o peroxido de hidrogénio, as hidroxilas
reativas e os superoxidos. A segunda possivel interacdo ficou conhecida como reagédo do
Tipo 1, este caminho de reacdo € decorrente da interacdo do FS excitado (T;) com o
oxigénio tecidual (*0,) dando origem ao oxigénio singleto (*O,), que é um radical
extremamente reativo e que tem capacidade de oxidar uma série de diferentes

Ccompostos organicos.

FIGURA 1. Desenho esquematico que representa a formagao de moléculas reativas. Rea¢des do tipo 1.



O que realmente
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Reagées do tipo 2

$, estado excitado
_— T,estado excitado
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§,estado fundamental

Moléculade fotosensibilizador Moléculade oxigénio

FIGURA 2. Desenho esquemaético que representa o processo de geragao do oxigénio singleto. Reacdes do
tipo2.

A TFD é uma técnica capaz de promover a oxidacdo do tecido cancerigeno de
forma inespecifica, ou seja, 0 sucesso desta técnica ndo depende da presenca de uma via
metabdlica alvo™, além disso, uma série de trabalhos publicados na literatura 3°3*183

relatam que, apesar desta inespecificidade observada em nivel celular, os FS utilizados

apresentam certo grau de afinidade com o tecido tumoral.

Boyle e Dolphin em 1996 publicaram uma revisdo de literatura que estudou a
relacdo entre a estrutura quimica dos FS, com a localizacdo destes em nivel celular, e ao
final deste estudo, os autores puderam concluir que, as diferentes estruturas quimicas
influenciam de maneira significativa a interacdo dos FS com as células tumorais. Os
autores descrevem ainda que, os FS que apresentam caracteristicas catidnicas
conseguem penetrar na célula tumoral e tendem a se localizar preferencialmente no

ndcleo e nas mitocondrias das células.



Ainda neste trabalho, foi estudada a relacdo entre a solubilidade e a localizacéo
dos FS, e o levantamento realizado sugere que, as drogas lipossollveis se ligam em
estruturas encontradas na membrana celular, enquanto que, a exemplo das drogas
catibnicas, os FS hidrossoluveis penetram no interior das células e sdo encontrados no
interior dos lisossomos. Qutros trabalhos descrevem que o sucesso da TFD esta
relacionado diretamente com a localizacdo dos FS na célula, uma vez que, além de
apresentar um tempo de vida extremamente curto (da ordem de 0,05us), o oxigénio
singleto que é gerado nas reacdes do tipo 1, consegue difundir menos do que 0,02um do

sitio onde este foi gerado.

Clinicamente pode ser observado que os tecidos submetidos ao tratamento com a
TFD apresentam sinais caracteristicos de necrose. Alguns trabalhos na literatura
sugerem que, esta necrose pode estar diretamente relacionada com a ocorréncia de
danos vasculares no sistema de irrigacdo do tecido tumoral®****>™ Nesta condicio de
isquemia tecidual, as células tumorais, que apresentam alto metabolismo celular, ndo
conseguem manter a sua vitalidade e morrem. Este processo de morte celular ficou
conhecido como apoptose, e 0s primeiros relatos cientificos acerca deste processo,
foram obtidos a partir dos trabalhos in vitro realizados por Kerr e colaboradores em
19728, Os autores descreveram que a apoptose é um mecanismo na qual 0s organismos
iniciam, de forma programa, a morte celular através de um processo genético normal

que leva a fragmentacao do nucleo celular e consequente dissociacdo da célula.

Neste processo, as células circunvizinhas absorvem o resultado desta dissociagdo
0 que minimiza a liberagdo de produtos inflamatdérios como, por exemplo, as enzimas
lisossomais. Apenas em 1991 é que foi relatada a primeira resposta apoptotica da TFD

in vivol. A descoberta de que a TFD pode gerar respostas apoptéticas em células



cancerigenas forneceu aos pesquisadores uma adequada justificativa para 0 mecanismo

de acdo da TFD, o que promoveu a sua implementacéo clinica em todo o mundo.
FONTES DE LUZ UTILIZADAS NA TFD/ TFDA

O sucesso das terapias aqui discutidas depende de fatores como a localizagéo do
tecido alvo, o FS escolhido (tipo e concentracdo), o comprimento de onda, a dose de
energia e o sistema de entrega de luz. Em fungdo da importancia destes fatores, nesta
sessdo do trabalho, serdo apresentadas e discutidas as diferentes fontes de luz que

podem ser utilizadas tanto na TFD quanto na TFDA.

X 234951919 ata s dias atuais,

Desde o surgimento da TFD no inicio do século X
diferentes fontes de luz foram testadas e utilizadas para promover a obtencéo do efeito
fotodinamico. O primeiro sistema de entrega de luz era baseado na tecnologia do arco
de carbono que emitia luz com grande amplitude espectral e baixa intensidade de
poténcia. Mais recentemente, j4 na década de 1960***?, foram testados os primeiros
sistemas de entrega de luz baseados na tecnologia da amplificacdo da luz por meio da
emissdo estimulada de radiagdes (LASERS), estes sistemas apresentavam caracteristicas
muito interessantes para serem utilizados na TFD, como por exemplo, a entrega de

grandes quantidades de energia, a focalizagdo da area de iluminacdo, o comprimento de

onda coerente e monocromatico.

Os principais sistemas de LASER dessa época foram os sistemas gasosos como
0s LASERs de Argénio (488nm/ 514,5nm - Ar) e Hélio-Neonio (632,8nm -HeNe)*, e
apesar do alto custo de manutencdo que estes sistemas apresentam, da necessidade de
alinhamento recorrente dos espelhos presentes nos sistemas, e da falta de portabilidade,

estes eram na época, considerados como a solugdo de primeira escolha, uma vez que, a



estes sistemas podiam ser acopladas fibras dpticas que permitiam a irradiagdo dos mais

diferentes tipos e localizacdo de tumores.

COM PRIMENTO DE ONDA (nm)

LASERS

ARGONIO 488-514
CORANTE BOMBEADO POR ARGONIO 585 OU 630
CORANTE AJUSTAVEL 400-1000

LAM PADAS DE COMPRIMENTO DE
ONDA FILTRADO

LAMPADAS HALOGENAS DE QUARTZO 620-640
FILAMENTO DE TUNGSTENIO >600
ARCO DE XENONIO 600-700

COBERTURA DE TODO ESPECTRO
LEDS VISIVEL

Tabela 4. Fontes de luz utilizadas na TFD.

Outra vantagem dos sistemas de Ar é que estes poderiam ser utilizados para
bombear sistemas de LASER de corante'?, e dessa maneira emitir luz em diferentes
comprimentos de onda que se fizessem necessarios para cada um dos tipos de FS
disponiveis. Os LASERs de corante sdo o0s sistemas mais comumente utilizados na
TFD, porque estes podem utilizar compostos quimicos como a Rodamina B, a
Rodamina 101 e a Sulfo-rodamina, que sdo substancias capazes de absorver
intensamente as duas principais linhas de emissdo do LASER de Ar (488nm e 514,5nm)
e promovem o deslocamento da emissao deste sistema para comprimentos de onda na
regidao entre 600 até 650nm, que sdo comprimentos de onda mais favoraveis para serem
utilizados com os FS de primeira geracdo, como as porfirinas (Hp) e os derivados de

hematoporfirinas (HpD).

Os sistemas de corante, também sdo sistemas que geram altos custos de
implementacéo e utilizagdo na rotina clinica diéria, uma vez que, estes necessitam de

manutencdes regulares que devem ser realizadas por pessoal técnico especializado, além




disso, estes sistemas ainda consomem grandes quantidades de energia elétrica e 0s

corantes utilizados apresentam vida atil limitada.

Diversos trabalhos na literatura'®*®°%%’

relatam a utilizacdo dos sistemas de
LASER de corante acoplados com fibras dpticas para o tratamento do cancer de pulmao,
lesGes orais pré-cancerizaveis, cancer de es6fago, cancer de bexiga e cancer de pele.
Estes trabalhos ainda relatam que a maior vantagem observada com a utilizacdo destes

sistemas é que o comprimento de onda emitido apresenta maior capacidade de

penetracdo nos tecidos humanos quando comparados aos sistemas de LASER de Ar.

A seguir surgiram os sistemas LASER de corante que operam no regime pulsado
(PW)®, estes apresentam largura de pulso de 10 até 50ns'? e freqiiéncias de repeticéo de
pulso da ordem de 1KHz", estes sistemas, dependendo do tipo de vapor de metal
utilizado como corante (p.ex. cddmio, selénio ou ouro), podem apresentar comprimentos

I'? e na regido ultravioleta (UV)*? do espectro eletromagnético.

de onda na regido visive
Estes sistemas ficaram conhecidos como LASERs do tipo i0nico e apresentam como
vantagens, a entrega de grandes quantidades de luz, o fécil acoplamento de fibras

Opticas e a grande seccao transversal do feixe emitido (1- 3cm2 — valores tipicos).

Em 1964 surgem os primeiros sistemas de LASERs de estado solido, neste
mesmo ano, Keyes e Quist>” demonstraram com sucesso a utilizacdo deste sistema em
temperatura de 4K, mas 0s progressos iniciais alcancados tiveram 0s seus esforcos
reduzidos ou praticamente paralisados, porque, além da baixa quantidade de luz emitida,
estes LASERs necessitavam de um potente sistema de resfriamento criogénico. Em
1972, uma década apos o surgimento dos LASERs de estado sélido, Danielmeyer e

Ostermayer® demonstraram a utilizacéo destes sistemas em temperatura ambiente.



Mais recentemente em 1982 Zhou e colaboradores® apresentaram um sistema de
LASER de estado sélido que utilizava um cristal de neodimio dopado com itrio,
aluminio e galio (Nd:YAG) como substrato, este sistema tinha dimensfes bastante
reduzidas e apresentava grandes vantagens com relagdo aos sistemas anteriores, como
por exemplo, a longa durabilidade, a robustez e a Optica focal extremamente simples.
Estes podem ser utilizados na TFD de maneira similar aquelas descritas para 0s sistemas
de Ar e de corante, ou seja, a luz pode ser entregue de forma direta ou através da

utilizacdo de uma fibra dptica que entrega a luz na regido de interesse.

Estes sistemas de LASER normalmente emitem luz em uma linha principal
localizada na regido do infravermelho préximo® (Nd: YAG - 1064nm), sdo pulsados e
apresentam frequéncias maiores (da ordem de MHz) do que os sistemas de LASER do
estado gasoso ou aquelas observadas nos LASERs de corante. Estas caracteristicas
associadas a uma largura de pulso menor (da ordem de nanosegundos) conferem a estes
sistemas, energia de pico e irradiancia bastante elevadas. Outra vantagem € que estes
sistemas podem ter a sua freqiiéncia dobrada®?, e com isso, outros comprimentos de
onda podem ser obtidos, como por exemplo, comprimentos de onda na regido do visivel

(532nm) e do ultravioleta (266nm).

Mais recentemente surgiram os LASERs de semicondutores, que apesar de
serem LASERs de estado sélido, a literatura os classifica como sendo uma classe
diferente, e se refere a estes sistemas como LASERS de diodo, estes podem operar tanto
no modo pulsado™ (Pulsed Wave — da ordem de picosegundo e milissegundo), quanto
no modo continuo (Continous Wave), apresentam largura de pulso de 6nm, sdo
resfriados a ar, entregam grandes quantidades de energia, sdo extremamente versateis, e
por estas caracteristicas estes sistemas tém sido considerados como um grande avango

na popularizacéo da utilizacéo clinica da TFD.



Além disso, estes sistemas permitem que sejam realizadas montagens utilizando
diversos diodos, que podem ser arranjados em diferentes geometrias permitindo a
entrega de luz em grandes quantidades e de maneira extremamente eficiente. Diversos

trabalhos®"°06?

relatam a utilizacdo dos sistemas de LASER de diodo no tratamento de
uma série de lesdes presentes na pele, na cavidade bucal, e também existem relatos de

sucesso no tratamento da degeneracdo macular e de adenomas da glandula pituitaria.

Apesar do grande sucesso da utilizacdo dos diferentes sistemas de LASER na
TFD, os LASERs ndo sdo as unicas fontes de luz disponiveis, e por este motivo, varios
pesquisadores investigam outras fontes de luz, como por exemplo, as lampadas e mais
recentemente, 0s equipamentos baseados na tecnologia dos diodos emissores de luz
(LED)®*. De maneira geral, os sistemas que utilizam as lampadas como fontes
emissoras de 1uz®, apresentam algumas caracteristicas que podem ser consideradas
como vantajosas quando em comparacdo aos sistemas de LASER tradicionais, entre
elas podem ser citadas, 0 baixo custo operacional de manutencédo, a portabilidade e a
robustez destes equipamentos, a interface amigavel ao usuario e a possibilidade de

irradiacdo de grandes superficies teciduais.

Os principais tipos de lampadas sdo as lampadas alégenas™, as lampadas de
arco de xénon*?, as lampadas de vapor metalico®, as lampadas de vapor de sédio™ e as
lampadas fluorescentes'?. Em comparacdo aos LASERS, as lampadas emitem luz em
uma ampla faixa espectral, ou seja, a irradiancia total esta distribuida ao longo de toda a
faixa que é emitida, o que significa que, quando utilizados na TFD, grande parte da
energia emitida esta sendo desperdicada, uma vez que, os FS de maneira geral

apresentam bandas de absorcdo bastante definidas.



De maneira a melhorar a eficiéncia dos sistemas baseados nas lampadas, estes
passaram a utilizar uma combinacao de filtros que selecionam a emissdo da luz em uma
faixa estreita de apenas 10nm. Tradicionalmente séo utilizados filtros passa-alto e filtros
passa-baixo que barram totalmente a emissdo de radiacdes UV de alta poténcia, que sdo
extremamente danosas aos seres humanos, e do infravermelho, que além de provocar
danos térmicos nos tecidos irradiados, este comprimento de onda pode ainda prejudicar

a Optica utilizada nestes sistemas.

Os diodos emissores de luz (LED) sdo fontes de estado sélido baseadas na
tecnologia dos diodos semicondutores, e apesar do fato de estas ndo emitirem
comprimentos de onda coerentes e monocromaticos, os LEDs, também sdo
considerados como fontes de luz direcionais, uma vez que, 0 maior fluxo de emissao de
luz se encontra orientado perpendicularmente em relacdo ao plano do diodo. Os LEDs
emitem luz em uma faixa estreita do espectro eletromagnético, e os valores tipicos da

largura espectral de um LED variam de 6 a 10nm.

Em 2002, Moseley e Brancaleon™ publicaram uma reviséo de literatura, na qual
0s autores discutem os principais fatores relacionados com a TFD, neste trabalho, os
autores discorrem extensivamente sobre as caracteristicas das diferentes fontes de luz
que podem ser utilizadas na TFD, além disso, os autores ainda relatam que, a maior
dificuldade na popularizagdo da utilizagdo dos LEDs na TFD, esta associada com a
baixa poténcia emitida (da ordem de mW/cm2), o que nos dias atuais, isto ndo pode
mais ser considerado como um fator limitante, uma vez que, existe no mercado uma
série de LEDs de alto brilho que sdo capazes de entregar grandes quantidades de luz (da

ordem de W/cm2).



Os LEDs apresentam uma série de vantagens® quando comparados aos sistemas
anteriormente discutidos, entre elas podem ser citadas as dimensdes extremamente
reduzidas, o baixo consumo energético e a ndo emissdao de calor associado ao
comprimento de onda de pico, além disso, sdo componentes versateis e muito leves, que

apresentam baixos custos de producao e de manutencao.

Os LEDs sdo robustos, apresentam vida média de aproximadamente 50.000
horas e podem ser arranjados em diferentes geometrias o0 que confere aos sistemas
baseados nesta tecnologia a possibilidade de irradiar grandes &reas teciduais*’. Outra
grande vantagem dos LEDs é que estes podem ser produzidos facilmente em diferentes
comprimentos de onda, que vao desde a regido do UVC (254nm) até a regido do

infravermelho préximo (1100nm)3®2°,

A andlise da literatura relacionada com a utilizacdo das mais diferentes fontes de
luz na TFD, ndo permite concluir que algum tipo de sistema de irradiacdo seja superior

na obtencdo de melhores resultados com a TFD quando comparado aos demais.
LIMITACOES E PERSPECTIVAS

A terapia fotodindmica tem sido considerada como uma alternativa viavel para o
tratamento dos mais diferentes tipos de cancer e de outras moléstias que afetam a salde
humana, como por exemplo, a psoriase, o lUpus e infeccdes localizadas de origem

bacteriana, f(ingica ou viral'®.

Atualmente a TFD é uma técnica aprovada e amplamente utilizada em uma série
de paises industrializados, como os Estados Unidos, a Franca, o Canadé e a Noruega®®,
e nestes paises, a comunidade médica que tém feito uso desta técnica relata que, em
alguns casos, foram obtidos resultados de erradicacdo total dos tumores tratados, além

disso, o acompanhamento pos-operatorio dos pacientes submetidos & TFD tem



demonstrado indices de recidiva proximos a zero. Em outros casos mais severos, estes
médicos ainda relatam que, onde existam lesdes tumorais disseminadas em grandes
areas do corpo, a TFD ndo é capaz de curar o paciente, mas esta pode ser utilizada como
um agente de acdo paliativa, 0 que pode melhorar o estado geral do paciente e

conseqlientemente pode promover a obtencdo de uma qualidade de vida melhor.

Além do tamanho e da localizacdo do tumor, a entrega da droga no tecido alvo
também é considerada como uma grande limitacdo desta técnica. Esta limitacdo é
decorrente das préprias caracteristicas quimicas dos fotossensibilizadores (FS)
utilizados na TFD, que sdo substancias que apresentam uma série de ligacdes duplas
conjugadas e grandes aneis aromaticos, que conferem a estas moléculas grande
capacidade de absorver a luz e um comportamento hidrofébico que prejudica a absorcédo

destas drogas no interior das células tumorais.

Tabela 5. Vantagens da terapia fotodinamica.

Pode ser aplicada de forma repetida sem a indugdo de resisténcia
significativa ou hipersnsibilidade
Rapido efeito em tratamento tinico
Esta terapia pode ser curativa, paliativa ou estabilizar a progressio da
doenga
Efetiva contra uma grande variedade de micro-organismos, incluindo cepas
antibiotico resistentes

Aplicagdo topica sem indugio de toxicidade sistémica ou resisténcia 4
droga




Tabela 6. LimitacOes da terapia fotodinamica.

LIMITACOES
FUNDAMENTAL TECNOLOGIA
Penefragiio da luz € muito limitada nos Auséncia de sistemas de uso geral
tecidos
Normalmente ndo pode ser aplicada 4 Uso limitado, dosimetria ufilizada é
condi¢des sistemicas depende de cada tipo de paciente

Ofimizagdo do processo extremamente
complexa

Dependente do oxigénio tecidual especificidade limitada dos
tratamento adequado € desafiador em
grandes lesbes
custo das fontes de luz

Outra limitagcdo importante da TFD e de dificil manejo aos pesquisadores esta
relacionada com a quantidade de oxigénio presente nos tecidos tumorais*>>. Como ja
discutido anteriormente, quando as moléculas do FS excitadas estdo em seu estado
tripleto, estas devem reagir com o oxigénio tecidual de maneira a gerar o oxigénio
singleto que € o radical livre responsavel pela oxidacdo tecidual promovida pela TFD,
assim sendo, se o tecido alvo apresentar baixos niveis de oxigenacdo serdo obtidos

pobres resultados de oxidag&o.

A penetracdo da luz nos tecidos bioldgicos certamente € um fator que influencia
fortemente os resultados obtidos com a TFD®, e esta depende diretamente do
coeficiente de absorcdo dos diferentes tipos de tecidos e dos comprimentos de onda
utilizados, que na TFD normalmente, séo comprimentos de onda localizados na regido
visivel do espectro eletromagnético (470 a 660nm). Algumas moléculas como a agua, a

hemoglobina e a bilirrubina que estdo presentes nos tecidos absorvem intensamente 0s



principais comprimentos de onda utilizados na TFD, por este motivo foram
desenvolvidos diferentes sistemas de entrega de luz baseados na utilizacdo de fibras

Opticas que podem ser posicionadas no interior dos tumores.

Em funcdo de todas as limitagdes observadas, novas abordagens tém sido
testadas para melhorar os resultados obtidos. Uma destas é a utilizacdo da TFD de
absorcdo dois fotons*™, onde sdo utilizados dois fétons de menor energia (maior
comprimento de onda) para promover a excitacdo dos FS, isto promove a maior
penetracdo da luz, pois os comprimentos de onda utilizados se localizam na regido do
infravermelho préximo. Alguns trabalhos comentam que além do aumento da
penetracdo da luz no tecido, o deslocamento da excitacdo para a regido do
infravermelho proximo pode evitar que parte de energia emitida seja desperdicada em

fendmenos de absorcao e espalhamento de luz no tecido alvo®*%*,

Outras abordagens estdo relacionadas com a entrega dos FS no interior das
células. Atualmente, os FS estdo sendo conjugados com diferentes nanoparticulas®’ de
origem poliméricas que sdo biodegradaveis, que atuam como moléculas carreadoras. A
literatura relata que os mecanismos de acdo dos FS conjugados ndo foram totalmente
explorados e devem ser amplamente investigados antes de serem utilizados

clinicamente.
DISCUSSAO E CONCLUSOES

Através da tabulacdo e analise dos dados obtidos, foi possivel observar que, a
maioria dos trabalhos publicados, e que estdo disponiveis nas bases de dados utilizadas,
investigam a eficiéncia da terapia fotodinamica, em experimentages in vitro, utilizando
0 microorganismo Streptococcus mutans, a literatura também demonstra que alguns

trabalhos estudam outros microrganismos, como Streptococcus sobrinus e



Sreptococcus sanguinis que também estdo relacionados com o processo carioso. Além
disso, fica evidente que os fotossensibilizadores mais utilizados séo o azul de metileno e
o0 azul de toluidina na questdo do controle da céarie dental. Os dados obtidos demonstram
que, até o momento as fontes de luz mais utilizadas sdo 0os LASERs, mas ja existem
indicios na literatura de que os equipamentos baseados na tecnologia dos LEDs devem

ter a sua utilizacdo aumentada.

Com relacdo aos protocolos de utilizacdo da terapia fotodindmica, a literatura
levantada demonstra que nao existe, até o presente momento, um consenso relacionado
com as concentracdes terapéuticas, doses de energia, poténcia, comprimento de onda e
tipo de fotossensibilizador a serem utilizados. Com relacdo aos fotossensibilizadores
pouco ainda se sabe sobre as caracteristicas de penetracdo destes agentes nos biofilmes
dentais, comportamento de acdo em profundidade destes agentes e 0s reais mecanismos

de acdo nas células bacterianas.

Em funcdo do levantamento e estudo da literatura atual, pode-se concluir que:

A TFD é uma modalidade terapéutica que apresenta consideraveis vantagens
quando comparada aos tratamentos convencionais, como alta seletividade, tratamento
minimamente invasivo, ndo induz ao aparecimento de cepas bacterianas resistentes,
pode ser utilizada de maneira recorrente, pode ser realizada em ambiente clinico e
apesar dos excelentes resultados obtidos com esta técnica, nos mais diferentes campos
de atuacéo, a literatura recomenda que novos estudos sejam realizados, de maneira que
a dosimetria, a concentracdo, tipo de FS e os protocolos utilizados sejam amplamente
investigados, promovendo dessa maneira, a obtencdo de melhores resultados clinicos

em associacdo com altos niveis de seguranca.
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ABSTRACT:

The first antibiotics appeared in the beginning of the 20th century. The indiscriminate
use of those agents have lead more recently, to the appearance of resistant bacteria
strains. This crescent problematic boosted the development of new approaches and
techniques that promote the control over microbial local infections and that avoid the
development of new resistant bacteria strains.. The objective of this work was the
assessment of viability of the PDTA with LED using Curcumin, Hypericin and
Photogem as photosentizers in planktonic cultures of Sreptococcus mutans. It was used
a standard S. mutans strain (ATCC 25175 - Adolfo Lutz - SP), a LED based device,
named as Biotable with three visible wavelengths (LAT - IFSC/ USP), the PS Curcumin
and Hypericin (PDT Pharma - Ribeirdo Preto - SP) and the Photogem PS (TimTec -
Moscow - Russia). The obtained results demonstrate that the PS Photogem and
Hypericin, promoted significant reductions when compared with the control group.
These reductions were in the order of 6logs up to the bacteria total eradication. In that
way the antimicrobial photodynamic therapy in planktonic cultures demonstrated

important potential in the treatment of localized lesions of bacterial origin.



RESUMO:

No inicio do século XX surgiram os primeiros antibioticos. O uso indiscriminado destes
agentes levou mais recentemente, ao surgimento de cepas bacterianas resistentes. Esta
crescente problematica impulsionou o desenvolvimento de novas abordagens e técnicas
que promovam o controle microbioldgico de infeccGes locais e que evitem o surgimento
de cepas bacterianas resistentes. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a eficiéncia
da TFDA com LED utilizando os FS Curcumina, Hipericina e Photogem®em cultura de
células planctonicas de Streptococcus mutans. Para tal, foi utilizada uma cepa
bacteriana padrdo (ATCC 25175 — Adolfo Lutz — SP), um sistema de irradiacdo a base
de LEDs chamado Biotable com trés comprimentos de onda visiveis (LAT - IFSC/
USP), os FS Curcumina e Hipericina (PDT Pharma — Ribeirdo Preto — SP) e 0 FS
Photogem (TimTec — Moscow — Russia). Os resultados obtidos demonstram que 0s FS
Photogem e Hipericina, promoveram reducGes microbianas significativas quando
comparados ao grupo controle enquanto Curcumina ndo demonstrou este efeito. Estas
reducdes foram a partir de 6 logs até a total erradicacdo do MO. A TFDA em culturas de

células plancténicas demonstrou potencial para a prevencgéo e tratamento da carie dental

Palavras chave: Terapia fotodindmica, microbiologia, Céarie Dentéria, Streptococcus

mutans, Descontaminacao
INTRODUCAO

O corpo humano possui um impressionante sistema de defesa contra infeccbes

que é conhecido como sistema imunolégico®?

(SI), este sistema € muito eficaz,
altamente complexo e atua de forma independente da vontade do hospedeiro. O
mecanismo de atuacdo do Sl € especifico e dependente do agente agressor (antigeno),

OuU Seja, uma vez que exista o contato do antigeno com o organismo, uma série de



reacOes é desencadeada de maneira que o Sl possa desenvolver e produzir o anticorpo

especifico para combater o antigeno em particular®?.

Em 1928, em funcdo da observacéo de Sir Alexander Fleming®!, que descreveu a
destruicdo de colbnias de Staphylococcus aureus quando colocadas em contato com
fungos do género Penicillum notatum, surge a Penicilina e a era dos antibi6ticos®. Os
antibioticos sdo substancias quimicas, de origem natural, semi-sintética ou sintética que,

possuem acao bactericida e/ou bacteriostaticas®*.

O uso destas drogas fez com que algumas doencas, que na época eram
consideradas incuraveis, fossem a partir de entdo, totalmente erradicadas®, tanto que,
em1969 Willian Stewart®’, diretor nacional de salde dos USA, comenta de forma
positiva a utilizacdo dos antibioticos, ele dizia que aquele era 0 momento de encerrar as
pesquisas relativas as doencas infecto-bacterianas, nessa situacédo ele considerava que 0s

antibioticos eram a solucao definitiva para o tratamento de tais doencas.

Mas com o passar dos anos, 0 que se observa é o surgimento de relatos, cada vez
mais freqlientes, acerca do surgimento de resisténcia bacteriana>?’, de maneira
associada ao uso destes medicamentos. Como exemplos desta resisténcia, podem ser
citados o tratamento da Neisseria gonorrhoaea com penicilina, que nos dias de hoje
apresentam indices de resisténcia em torno de 90%>* e o resurgimento de doencas como

a tuberculose , que ja foram consideradas como doencas totalmente erradicadas.

As bactérias, apresentam dois tipos de resisténcia & agentes antimicrobianos, a
resisténcia de origem natural e a resisténcia adquirida. A resisténcia de origem natural
ocorre em fungdo de auséncia de estrutura ou via metabolica alvo, isto faz com que os
agentes microbianos ndo promovam qualquer tipo de agdo sobre estes MO em

questdo***3, A outra forma de resisténcia bacteriana é de origem adquirida e é o foco



de preocupacdo principal nos dias atuais’, uma vez que, neste caso, as bactérias se
modificam de maneira a ndo serem mais sensibilizadas por agentes antimicrobianos até
entdo efetivos. Estas modificagbes ocorrem por meio de mutagoes simples®, por meio
de selegdo natural ou ainda, por meio de recombinacdo ap0ds transferéncia de genes, e
como os MO se multiplicam rapidamente, estas mutacdes acabam sendo perpetuadas

através das geragdes™!#21:2:32:34.36.40

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) é uma nova modalidade
terapéutica que tem a sua acdo baseada na utilizacdo de comprimentos de onda na regido
visivel do espectro eletromagnético, e fotossensibilizadores (FS) ndo tdxicos que,

quando associados promovem a morte bacteriana através de um efeito foto-fisico®.

Os FS séo substancias quimicas de origem animal, vegetal ou sintética’ que,
apresentam uma série de aneis aromaticos, sdo atoxicos em condi¢fes normais, mas,
quando irradiados com comprimentos de onda especificos, estes ttm a capacidade de
liberar uma série de radicais livres que promovem a morte bacteriana® (como descrito

anteriormente).

Didaticamente, estas drogas podem ser divididas em trés grupos ou geragdes —
1516 " As drogas de Primeira Geragdo, sdo as hematoporfirinas (Hp) e os derivados de
hematoporfirinas (HpD), estas sdo sintetizadas a partir de sangue de origem animal e
humano. Os principais FS desta geracio sdo o Photogem®, o Photosan® e o Photofrin®
As principais drogas de Segunda Geracgéo sdo as ftalocianinas, naftalocianinas, clorinas,
bacterioclorinas e as purpurinas'®, Estas drogas tém um alto indice de pureza e. pico
maximo de absorcao esta deslocado para a regido compreendida entre 650nm-850nm o
que facilita a utilizacdo destas drogas em ambiente clinico. Comparativamente com as

drogas de Primeira Geracgdo, estas apresentam um rendimento maior na formacéo de



oxigénio singleto. As drogas de Terceira Geragdo nada mais s&o, do que as drogas de
Segunda Geragdo ligadas & carreadores seletivos para melhorar a sua acumulacéo nos
sitios de interesse. Especificamente para a carie dental os fotossensibilizadores
utilizados sdo o azul de metileno, o azul de toluidina e o rosa bengal. Porém estes
fotossensibilizadores apresentam alto potencial de manchamento da estrutura dentéaria

bem como de alguns materiais restauradores.

Os primeiros relatos acerca da utilizacdo da TFDA datam do inicio do século
XX, onde Oscar Raab e colaboradores verificaram que, alguns microrganismos eram
inativados quando expostos a associac@es de corantes ndo toxicos e comprimentos de
onda visiveis em experimentos in vitro*'. Os resultados destes experimentos permitiram
aos autores concluir que, a terapia estudada apresentava potencial promissor para ser
utilizada no controle microbioldgico de lesbes e, além disso, estes observaram que a
TFD tinha sua eficiéncia significativamente reduzida quando aplicada em MO do tipo

Gram-negativo™>?2°,

Esta reducdo pode estar relacionada com os aspectos fisioldgicos e estruturais
que diferenciam uma célula Gram-positiva, de uma Gram-negativa, e que impedem a
penetracdo do oxigénio singleto em regides de interesse especifico para a TFD. A
membrana plasmatica das células Gram-positivas é constituida de uma camada simples
de peptidoglicanos, e por este motivo, as células pertencentes a este grupo apresentam

alta permeabilidade ao meio externo, o que as torna mais susceptiveis a TFD.

As células Gram-negativas, por sua vez, possuem uma membrana plasmatica
com funcBes, arquitetura e composicdo, muito similares a aquelas encontradas nas
celulas Gram-positivas, mas além desta estrutura, as células Gram-negativas possuem

também uma parede celular que esta localizada mais externamente a membrana que



contém o citoplasma, esta parede celular é pouco permeavel ao meio externo e ainda
confere grande rigidez ao conjunto. Basicamente esta estrutura & composta por
lipopolissacarideos, proteinas e fosfolipidios que conferem aos microrganismos deste
grupo, uma protecdo mecanica e quimica extra aos agentes agressivos externos, o que

torna estas células menos susceptiveis & TFD.

De maneira a obter melhores resultados de inativacdo bacteriana para 0s
microrganismos do grupo Gram-negativo, diversos estudos tém investigado maneiras de
aumentar a permeabilidade da parede celular aos FS utilizados na TFDA, e com isso
garantir que a geracdo do oxigénio singleto ocorra no interior da célula. A literatura
descreve que, o uso de algumas substancias como o EDTA?829% ¢ o5 nanopeptideos
policatiénicos como o PMBN'" em conjunto com os FS, tém promovido a obtencéo de

reducdes significativas dos MO que pertencem ao grupo Gram-negativo.

Estes trabalhos sugerem que estas associacbes sdo capazes de promover
alteracGes importantes na camada de lipopolissacarideos da parede celular, ou ainda, em
alguns casos, a sua total ruptura. Outros trabalhos indicam que o sucesso da TFDA néo
depende da penetracdo do FS no interior da célula, e sim da capacidade que a associagdo
do FS com a luz, tem de gerar grandes quantidades de oxigénio singleto nas redondezas
da célula bacteriana®, estes trabalhos afirmam que, uma vez que o oxigénio singleto
tenha sido formado, a propria reatividade desta molécula, é capaz de oxidar de forma

eficiente a parede celular destas bactérias e assim leva-las a morte.

Mais recentemente, a comunidade cientifica teve a sua atencdo atraida para
alguns tipos de medicamentos classificados como fitoterapicos, como a Curcumina e a
Hipericina, que possuem ac¢do antimicrobiana conhecida e ainda apresentam interessante

potencial para a TFDA, uma vez que estes apresentam foto-toxicidade bastante elevada.



A curcumina, por exemplo, é uma substancia de origem vegetal que é extraida
do rizoma da Curcuma Longa e apresenta coloracdo amarelo ouro bastante acentuada.
A descricdo dos beneficios do uso deste agente no cuidado & saude humana é
corroborada por cerca de 3000 publicacdes cientificas. Alguns trabalhos, como os
realizados por T@nnesen et al. em 1987%', e Dahl et al. em 1989° evidenciam
interessantes resultados antibacterianos para os MO dos grupos Gram-positivo e Gram-
negativo promovidos pela curcumina diluida em DMSO em concentracdes de 5-10%,
nestes trabalhos foi descrita uma dependéncia entre a concentracdo da curcumina e 0s

niveis de reducdo bacteriana encontrados.

Mais recentemente, o potencial clinico da Hipericina, vem sendo investigado
como FS a ser utilizado na TFD para o tratamento de cancer, e alguns estudos sugerem
que este corante possa ter grande aplicabilidade para o controle de microrganismos

Gram-positivos.

O objetivo deste estudo é o de avaliar o potencial dos FS Hipericina, Photogem®
e Curcumina como método alternativo de tratamento da carie dental, avaliado através do

nivel de reducdo de Streptococcus mutans em suspensdes planctonicas.

Foram testados protolocos de TFDA arbitrariamente determinados a partir da
caracteristica absorbancia da Curcumina, Hipericina e Photogemos e do padrdo de

diluigéo individual de cada uma dessas drogas.



MATERIAL E METODOS

Foi adquirida, do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo — SP), uma cepa de
Streptococcus mutans de referéncia ATCC — 25175. Esta foi reativada em 5ml de meio
de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Lansing, MI, USA) em jarra de microaerofilia a
37°C (estufa de cultura bacteriol6gica, 410 NDRE, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil)
por 18 horas. ApOs o crescimento, a suspensdao foi centrifugada (Revan Ciclo ClI,
014117, campinas, Brasil) em 3000 RPM por 5 minutos e as células lavadas por duas

vezes com solucgdo salina de tampéo fosfato (PBS) estéril.

Apos reativacao, estes foram cultivados em estufa apropriada em temperaturas
de 36°C por um periodo de 24 a 48 horas. Em seguida, o material resultante teve a sua
turbidez ajustada visualmente de maneira a obter turbidez igual metade do grau um da

escala de McFarland, o que significa uma populagéo de 3,0 x 108 UFC/mL.

Para todos os fotossensibilizadores testados os grupos 1 a 3 foram constituidos
pelos seguintes controles: G1 — suspensdo plancténica de S. mutans sem nenhum
tratamento; G2 — suspensdo planctdnica + 50 pl de éalcool (98°) e G3 — 500 pl de

solucdo de cloridrato de clorexidina 2%.

Foi utilizado uma banda espectral especifica para cada um dos
fotossensibilizadores em funcdo de seus picos maximos de absor¢do de energia. Assim,
a curcumina foi irradiada por LED azul (450 +10 nm — 45mW/cm?), a hipericina por
LED amarelo (590 +10nm — 55mW/cm?) e o Photogem por LED vermelho (630 +

10nm 35mW/cm?).

Foram constituidos 15 grupos experimentais para cada fotossensibilizador a

saber:



Quadro 1. Distribuicdo das amostras para o fotossensibilizador curcumina.

Curcumina
Grupos Concentracdo | Dose de Energia
(mg/l) (J/em?)
G4 - 40
G5 - 80
G6 - 120
G7 250 -
G8 750 -
G9 1500 -
G10 250 40
G11 250 80
G12 250 120
G13 750 40
G14 750 80
G15 750 120
G16 1500 40
G17 1500 80
G18 1500 120

Quadro 2. Distribuicdo das amostras para o fotossensibilizador Hipericina.

Hipericina
Grupos Concentracdo | Dose de Energia
(mg/L) (J/em?)
G4 - 1
G5 - 3
G6 - 6
G7 1 -
G8 5 -
G9 10 -
G10 1 1
G11 1 3
G12 1 6
G13 5 1
G14 5 3
G15 5 6
G16 10 1
G17 10 3
G18 10 6




Quadro 3. Distribuicdo das amostras para o fotossensibilizador photogem.

Photogem©
Grupos Concentracdo | Dose de Energia
(mg/L) (/cm?)

G4 - 40
G5 - 80
G6 - 120
G7 1 -

G8 5 -

G9 10 -

G10 1 40
G11 1 80
G12 1 120
G13 5 40
G14 5 80
G15 5 120
G16 10 40
G17 10 80
G18 10 120

A seguir os fotossensibilizadores Curcumina, Hipericina e o Photogem foram
manipulados e diluidos em trés diferentes concentracbes como segue: i) Curcumina —
1500mg/l; 750mg/l e 250mg/l; ii) Hipericina — 10mg/l; 5mg/l e Img/l e iii) Photogem —
10mg/l; 5mg/l e 1mg/l. Apds o processo de diluicdo estes fotossensibilizadores se
encontravam em suas concentracOes terapéuticas e foram acondicionados em ambiente
refrigerado a 4°C de temperatura em tubos de ensaio que garantiam total abrigo da luz

até o momento em que estes fotossensibilizadores fossem utilizados.



Um dispositivo de irradiacdo contendo os comprimentos de onda especificos
para cada um dos fotossensibilizadores foi utilizado. Este equipamento foi projetado e
construido pelo laboratério de apoio tecnoldgico — LAT do Instituto de Fisica de S&o
Carlos — IFSC da Universidade de S&o Paulo de maneira a estar em concordancia com a

maior absor¢do dos farmacos.

FIGURA 1. Desenho esquematico do dispositivo de irradiacdo da placa de cultura de 24 pocos. (Direitos

de imagem reservados ao LAT — Laboratoério de Apoio tecnolégico — IFSC/ USP).

Com os requisitos basicos de experimentacao preenchidos, aliquotas de 500ul da
suspensdo méde de Streptoccocus mutans foram separadas da solucdo mde e foram
acondicionadas de forma individual, com o auxilio de uma pipeta previamente
calibrada, em cada um dos 24 pocos de fundo chato das Microplacas utilizadas. A seguir
e com o auxilio de uma segunda pipeta calibrada, foram adicionados a estas aliquotas
uma quantidade de 100ul dos fotossensibilizadores em cada uma das concentracfes

terapéuticas previamente estabelecidas.



a) b)

FIGURA 2. a) Fotografia da Estufa microbiolégica utilizada no projeto; b) Aspecto visual da suspenséo

mée utilizada na experimentacdo em solugéo planctonica;

Imediatamente apds foram adicionados cada um dos fotossensibilizadores ao
inoculo ja vertido nos pocos da placa de wel (aliquotas de 500ul). Em seguida as placas
de acrilico transparente foram posicionadas no interior da biotable na qual foram

irradiadas nos tempos e doses descritas (Quadros 1,2 e 3)

a)

FIGURA 3. a) Detalhe do equipamento de irradiacdo denominado Biotable’s (Protétipo — LAT/ IFSC-
USP); b) Detalhe da placa de 24 pogos com inoculo e fotossensibilizador sendo acondicionado no interior

da Biotable.

Apos a irradiacdo, o contetudo de cada um dos pocos foi, de maneira individual

coletado com auxilio de uma pipeta calibrada e agitadas pelo tempo de um minuto para



homogeneizacdo em Vortex (Quimis — SS Labor Equipamentos e produtos médicos).
Imediatamente, foram diluidas atraves do processo de diluicdo decimal como mostra na

figura 4.

Em seguida, cada um dos tubos de ensaio foi agitado por 1 minuto com auxilio
de um vortex, apos estes processo, 50ul de cada suspensao foi plaqueado em placas de
Petri contendo meio de cultura (BHI — Bacto Casitone — Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD - USA) para o crescimento dos Streptococcus mutans. Apos o
plagueamento estas placas foram acondicionadas em jarras microbiologicas para
microaerofilia, em seguida estas jarras foram incubadas em estufa com temperatura

estabilizada em 36°C por um periodo de 72 horas.

FIGURA 4. Desenho esquematico que evidencia o processo de diluicdo decimal ao qual as amostras serdo

submetidas imediatamente apds que a terapia fotodinamica tenha sido concluida.

Ao final do tempo de incubacéo, as placas foram retiradas da estufa e o efeito
antibacteriano da TFDA com os sistemas a base de LED foi analisado por processo de
visual de colonias. Esta contagem foi realizada nas placas onde existissem entre 3 e 300

UFC.



Estes testes foram realizados em duplicata conforme procedimento

microbioldgico padréo
RESULTADOS

A media de crescimento de s. mutans em UFC ap0s os diferentes protocolos de
TFDA (Quadro 1), representativo do potencial anti-bacteriano das técnicas estd

representado nos graficos 1-3 a seguir:

Grafico 1 — Efeito de TFDA sobre Streptococcus mutans para fotossensibilizador curcumina em funcdo

de concentracéo e dose de energia
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Pode-se observar que o unico tratamento efetivo foi o controle positivo
(clorexidina 2% por 36°36°"). Todos os demais tratamentos, mesmo 0s que utilizaram a

TFDA (Curcumina+dose de energia) ndo resultaram em efeito antibacteriano ou



fotodindmico. Da mesma forma, o uso isolado do fotossensibilizador ou somente da

irradiacdo LED também ndo mostrou qualquer efeito contra Streptococcus mutans.

Gréfico 2 — Efeito de TFDA sobre Streptococcus mutans para fotossensibilizador hipericina em funcédo de

concentragdo e dose de energia.
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Para este fotossensibilizador pode-se comprovar efeito fotodindmico para todos
os protocolos de TFDA utilizados (Hipericina+LED), Este efeito fica comprovado
quando se observa que o0 uso isolado s6 do fotossensibilizador ou da luz LED néo

promove qualquer reducédo na contagem de s. mutans.

Para este fotossensibilizador, o efeito antibacteriano é similar ao controle

positivo (clorexidina 2%).



Gréfico 3 — Efeito de TFDA sobre Streptococcus mutans para fotossensibilizador hematoporfirina em

funcdo de concentracdo e dose de energia.
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Para 0 Photogem® observa-se efeito inibitério apenas para o protocolo mais
agressivo (maior concentracdo da droga e maior dose de energia de ativacdo). Mesmo
assim o resultado observado foi bem inferior ao obtido para o controle positivo —

Clorexidina 2%.
DISCUSSAO

A TFDA surge nos dias atuais como uma nova abordagem para controlar uma
série de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos de interesse para a
Odontologia. E uma técnica que, em funcéo dos resultados obtidos neste trabalho, e em
funcéo dos relatos apresentados na literatura pertinente, apresenta potencial de grande
interesse para ser utilizada em ambiente clinico. O mecanismo basico de acdo desta
terapia € a oxidacdo de moléculas orgéanicas por meio da liberacdo de espécies reativas

de oxigénio de forma inespecifica, ou seja, ndo depende de uma via metabélico alvo ou



afinidade eletronica. Acredita-se que este tipo de interacdo inespecifica, da TFDA com

0 MO, pode garantir a auséncia do surgimento de resisténcia bacteriana adquirida.

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o potencial antimicrobiano da TFDA

utilizando trés FS em culturas planctonicas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Trabalhos como os publicados por Ciancaglini et al. em 2005, e por Pacheco et
al. em 2007, corroboram os resultados por nds observados, o0s autores relatam sucesso
no controle microbiolégico de MO com a associacdo FS com luz em culturas de células

planctonicas.

Em um estudo publicado por Colles et al. em 2006, os autores testaram a
efetividade da TFDA em MO em solugdes planctonicas e em biofilmes, estes utilizaram
um FS a base de clorinas (Tolonium Chloride — USA) e um sistema de irradiacdo com
faixa espectral de 633+ 2 nm (Dentoflex — UK), e comprovaram que a TFDA quando
aplicada em biofilmes apresenta efetividade bastante reduzida quando comparada com a
efetividade da técnica em solugbes planctdnicas, os autores concluiram que esta
diferenca pode estar associada ao fato de o biofilme promover um ambiente de

sobrevivéncia mais favoravel aos MO.

Mais recentemente trabalhos como o de Li et. al. em 2008 descrevem resultados
favoraveis no controle de Streptococcus mutans em biofilmes, neste trabalho em
especifico, os autores verificaram que o efeito da hematoporfirina monometil éter
(HMME) de forma conjunta com a irradiacdo Laser de baixa intensidade, promoveu
reducbes de MO significativamente maiores do que 0s grupos tratados com a

Clorhexidina a 0,05%.

Os resultados obtidos com a utilizagdo do farmaco Curcumina, nas condicdes

experimentais estudadas, sugerem que, este farmaco ndo apresenta acdo efetiva no



controle do Streptococcus mutans quando em solugdes planctnicas. Acreditamos que
estes pobres resultados possam estar relacionados com fatores como concentragéo, tipo
e propriedades fisico-quimicas inerentes pelo fotossensibilizador Curcumina. Além
disso, alguns trabalhos, como por exemplo, o trabalho publicado por Zanin et.al*.
descrevem que a utilizagdo de um tempo de incubagéo pré-irradiacdo, pode promover o
aumento significativo da morte microbiana. Estes autores ainda acreditam que este

tempo de espera prévio a irradiacdo promove um aumento da incorporacdo do agente

fotossensibilizador no interior do microorganismo.

Os dados obtidos com o fotossensibilizador Photogem® indicam que os grupos
experimentais que utilizaram as menores concentracfes, e tempos de irradiacdo, ndo
demonstraram qualquer efetividade no controle dos microrganismos estudados. Além
disso, estes resultados sugerem que a concentracdo do farmaco pode ser um fator de
grande importancia na obtencdo de melhores indices de reducdo microbiana. Este fator
de concentracdo associado & auséncia do tempo de incubacdo pré-irradiacdo que foi
imposta pelos protocolos terapéuticos utilizados, podem, em conjunto ter influenciado
de forma significativa a obtencdo de melhores resultados. O grupo experimental que
utiliza a maior concentracdo da hematoporfirina, e 0 maior tempo de irradiacdo das
amostras, foi capaz de promover reducGes significativas na populagdo microbiana

estudada.

Os comprimentos de onda utilizados neste trabalho se localizam na regido
visivel do espectro eletromagnético com regimes de irradiacdo em baixa intensidade de
poténcia. De acordo com os resultados obtidos, os comprimentos de onda e o regime de
irradiacdo, ndo foram capazes de promover quaisquer redugdes microbianas quando
estes foram utilizados de maneira isolada, ou seja, sem a presenca dos

fotossensibilizadores. Estes resultados séo corroborados por diversos trabalhos™®*9%342



na literatura que descrevem que o efeito fotodinamico sé pode ser observado quando 0s
comprimentos de onda séo utilizados em conjunto com os fotossensibilizadores. Outros
trabalhos® relatam que alguns comprimentos de onda emitidos por fontes de luz Laser,
em regimes de alta intensidade de poténcia sdo capazes de promover, por si so, redugdes

bacterianas significativas.
CONCLUSOES

Dos fotossensibilizadores e protocolos de TFDA utilizados apenas hipericina
mostrou efeito inibitério contra Sreptococcus mutans, demonstrando que a associagdo
deste fotossensibilizador com LED (590nm = 5nm) comprimento de onda, aplicado
pelos tempos de 1°33”” e 3’15”" tem potencial de aplicacdo para controle bacteriano de

Sreptococcus mutans em saliva.
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5 CAPITULO 3

Estudo da viabilidade da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana em
biofilmes maduros de Streptococcus mutans utilizando os firmacos

Curcumina, hipericina e hematoporfirina.

Autores: Fernando Luis Esteban Florez, Norberto Batista de Faria - JUnior, Juliane

Tanomaru, Vanderlei Salvador Bagnato, Osmir Batista de Oliveira Janior.

ABSTRACT:

The antimicrobial photodynamic therapy (APDT) is seen nowadays as an
alternative treatment for localized lesions from bacterial origin. This therapy is
based in the use of non toxic photosensitizers that when irradiated with visible
wavelengths, are capable to generate free radicals that oxidize several organic
molecules. This therapy arises in a critical moment, where the bacterial resistance
reports are more common each day. The APDT, in contrary way to the antibiotics,
operates in an unspecific way and does not depend of a target metabolic pathway,
therefore, the appearance of bacterial resistance from the treatment is unlikely.
The objective of this work was the assessment of the APDT efficiency in the
control of mature biofilms of S. mutans. For that, 96 dentin/enamel samples were
obtained. The biofilm was cultivated for two weeks in appropriate incubator at 37
C. Airradiation device named Biotable (LAT/IFSC - USP) was used, this device
was developed to provide a homogeneous irradiation to the 24 wells plate. Three
photosensitizers were chosen: i)Curcumina, ii)Hipericina, e iii)Photogem®. The

obtained results were statistically analyzed by the ANOVA variance test, with the



use of Tukey post-hoc test, and these tests demonstrated significant differences
(P< 0,05) intra-groups and differences were also found between the experimental
groups and the control group. The proposed protocols were not able to promote
the total eradication of the studied microorganisms and reductions up 56% were

observed in the groups that used the Photogem ® was the photosensitizer.

Key words: Photodynamic therapy, microbiology, Dental decay, Streptococcus

mutans, Decontamination, Biofilm.

RESUMO:

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) é vista nos dias de hoje como um
tratamento alternativo para lesdes localizadas de origem bacteriana. Esta se baseia
na utilizacdo de fotossensibilizadores ndo toxicos que quando irradiados com
comprimentos de onda visiveis, geram radicais livres que sdo capazes de oxidar
uma série de moléculas organicas. A TFDA, ao contrario dos antibioticos, age de
forma inespecifica e ndo depende de uma via metabdlica, assim sendo, alguns
trabalhos sugerem que este tipo de interagdo possa impedir o surgimento de
resisténcia ao tratamento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da
TFDA no controle de biofilmes maduros de Streptococcus mutans visando sua
aplicacdo no combate a cérie dental. Para tal foram obtidos 96 corpos de prova de
esmalte e dentina bovinos. O biofilme foi cultivado a partir de uma cepa padréo
ATCC15275 que foi incubado durante duas semanas em estufa apropriada em
temperatura constante de 37°C. Foi utilizado um sistema de irradiacdo,

denominado Biotable (LAT/ IFSC — USP), desenvolvido para irradiar de forma



homogénea placas de 24 pocos. Os fotossensibilizadores utilizados foram i )
Curcumina, ii) Hipericina, e iii) Photogem®. Os resultados obtidos demonstraram
que nenhum dos protocolos utilizados foi capaz de promover reducdes estatisticas

significativas.

Palavras chave: Terapia fotodindmica, microbiologia, Céarie Dentéria,

Sreptococcus mutans, Descontaminacao, Biofilme.

INTRODUCAO

A cérie € uma doenca infecto-contagiosa de origem bacteriana, de carater
multifatorial, irreversivel, de evolugdo lenta e que acomete cerca de 60-90% da

populacdo mundial®*?*33

, esta independe de fatores s6cio-econémicos ou culturais
e é considerada atualmente como a terceira doenga de maior prevaléncia, ficando

atras apenas das doencas do coracgdo e do cancer.

Foram detectadas cerca de 700 espécies diferentes de microrganismo
(MO) na cavidade bucal*®3", estes apresentam fun¢ées muito importantes, tanto
na manutencao da saude bucal de um individuo quanto na etiologia de uma série

de doengas**®

, como por exemplo, a cérie e a doenca periodontal. Na cavidade
bucal os MO podem estar flutuando livremente na saliva ou podem se aderir a
superficie dos elementos dentais. Quando nao aderidos, estes fazem parte da flora

bucal normal, ndo promovem quaisquer efeitos deletérios aos tecidos duros ou

moles que compde o sistema estomatognatico, sdo deglutidas juntamente com a



saliva e sdo posteriormente inativadas no trato gastrointestinal por meio do sulco
gastrico que estad presente no estomago, estas celulas livres sdo conhecidas como

células plancténicas.

O processo de adesdo dos MO & superficie dental se da conjuntamente com

formacédo da pelicula adquirida*®**

, que se forma imediata e continuamente apdés
a limpeza mecanica caseira ou profissional dos dentes. Os MO que realizam a
colonizacao inicial das superficies dentais apresentam mecanismos especificos de
adesdo com a pelicula adquirida (proteinas do tipo adesinas), 0s Streptococcus,
por exemplo, tem afinidade de ligacdo com algumas proteinas acidas ricas em

prolina***,

Em seguida & colonizacéo inicial, ocorre a co-agregacéo bacteriana®, que
é um tipo de interacdo que ocorre entre espécies diferentes onde, os MO que nédo
podem colonizar diretamente a superficie dental, se ligam de forma especifica
com alguns receptores presentes nas células colonizadoras iniciais (CCI) que
promovem a adesdo destas ao substrato existente (pelicula adquirida + CCI). Este
tipo de interagdo € um dos mecanismos mais importantes na colonizacdo

bacteriana, em geral, e do desenvolvimento do biofilme, em particular.

Por definicdo o biofilme dental (BD) é uma comunidade de MO diversos
que sdo encontrados embebidos em uma matriz polimérica extracelular™. Esta
tem sua origem compartilhada entre o hospedeiro e os MO presentes na flora
bucal normal e se localiza nas superficies duras que ndo descamam na boca.

Atualmente o BD é considerado como Unico e verdadeiro agente etioldgico do



processo carioso e por este motivo se torna de fundamental importancia, para a
Odontologia, o desenvolvimento de estratégias que consigam controlar de forma

eficiente a sua instalacéo e progresséo.

Diversos trabalhos®*"*"“2 descrevem que, os MO presentes no BD
apresentam resisténcia, aos agentes antimicrobianos, que variam entre 10-1000
vezes maior do que os MO planctonicos, estes trabalhos salientam também que
esta resisténcia pode ser fruto da combinacédo de alguns fatores como a localizacéo
do MO no biofilme, a taxa de crescimento dos MO, a espessura do biofilme®, a
heterogenia de MO que compde o BD? e a presenca da matriz polimérica
extracelular?’, que é formada a partir de polissacarideos, e que fisicamente impede

0 contato intimo dos agentes antimicrobianos com os MO.

Atualmente esta disponivel na odontologia moderna, uma série de técnicas
e produtos que podem ser utilizados para prevenir e controlar a instalacéo, e a
evolugdo do processo carioso, e as técnicas mais utilizadas nos dias de hoje, ainda
sdo aquelas que associam os procedimentos de profilaxia e raspagem, que
mecanicamente removem a placa dental bacteriana (PDB) das superficies dos
elementos dentais, com a aplicacdo de topica de flGor ou agentes antimicrobianos

como clorexidina ou triclosan na forma de solucgéo, verniz ou creme dental.

Apesar de diversos trabalhos demonstrarem que o uso diario de fluor
diminui a incidéncia da lesdo de cérie, tanto para criancas quanto para adultos,
Saporito et al. em 2000, realizaram um estudo com escolares com idades na

faixa entre 9 e 11 anos, que demonstrou que, a escovagdo com pastas contendo



monofluorfosfato sddico (NaF) a 0.76%, duas vezes ao dia promoveu um aumento
estatisticamente significante no aparecimento das lesdes de cérie, 0 que evidencia
que apenas a presenca do fluor ndo é suficiente para evitar o aparecimento da
lesdo de cérie. Outros trabalhos investigaram a utilizacdo do NaF a 0.24% em
associagdo com 0.3% de Triclosan e observaram uma reducdo de 12-16% no

aparecimento de lesdes de carie em adultos®.

Mais recentemente surgiu a Terapia de Substituicdo®®, esta se baseia na
introducdo de MO ndo patogénicos, como por exemplo, o Streptococcus mutans
ndo virulento, que de forma permanente coloniza a flora bucal do hospedeiro e
passa a competir com os MO indigenas e dessa forma reduzem a incidéncia de

13,14,39

carie. Diversos trabalhos relatam resultados tanto positivos quanto negativos

acerca desta nova terapia,.

Outra alternativa para o tratamento antimicrobiano da cérie dental € a
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDA) 21617292343 = A TEDA é uma
técnica que tem o seu mecanismo de acdo baseado na oxidacdo de moléculas
organicas por meio da geracéo de oxigénio singleto?®*. Basicamente esta ocorre
em funcéo da utilizacdo de fontes de luz com comprimentos de ondas visiveis,
operando em regime de baixa intensidade, em conjunto com corantes nao toxicos

de origem vegetal, animal ou sintética.

Esta terapia tem a sua agéo baseada na utilizacdo de comprimentos de onda
na regiao visivel do espectro eletromagnético, e fotossensibilizadores (FS) nédo

toxicos que, quando associados promovem a morte bacteriana através de um



efeito foto-fisico'®. Basicamente a luz visivel que é entregue ao FS, é capaz de
promover uma alteragdo no nivel de energia das moleculas do FS, ou seja, estas

sdo levadas do seu estado fundamental (Sp) para um estado de maior energia (S;).

Quando as moléculas se encontram no nivel de energia mais alto (S;), elas
se tornam bastante reativas e instaveis. Nesta situacdo, elas podem decair
espontaneamente para 0 seu estado fundamental de energia (So) liberando a
energia adquirida de maneira vibracional (geracdo de calor), ou por meio da

emissdo de luz.

Outra situacdo possivel de ocorrer, é a liberacdo de apenas parte da energia
total que o FS adquiriu no momento da excitacdo, em geral esse decaimento
parcial ocorre por vibragdo (geragdo de calor) e leva as moléculas a ocuparem um
estagio energético intermediario (T1) entre o estado fundamental (Sy) e o estado de
maior energia (S;). Quando a molécula esta neste estado intermediario (T1), a
molécula de FS pode decair para o seu estado fundamental de energia (Sp) ou
ainda pode interagir com outras biomoléculas, como por exemplo, 0 oxigénio
tecidual. Neste segundo caso o FS ainda excitado, provoca uma alteracdo na
orientacéo do spin no maior nivel de energia do oxigénio triplete (*0,). Esta nova
configuracdo eletronica, promove uma mudanca significativa no comportamento
desta molécula, que a partir de entdo, passa a apresentar alta reatividade e é capaz
de oxidar diversos compostos organicos. Estas moléculas sdo conhecidas como
oxigénio singleto (*0,), e as reacbes baseadas neste tipo de oxigénio sdo
conhecidas normalmente como reagdes do tipo 2 e sdo as reagOes que

caracterizam o efeito celular da terapia fotodinamica.



Os fotossensibilizadores (FS) mais utilizados na terapia fotodinamica
(TFD) s&o o Photogem® o Photosan® e o Photofrin®, que sdo drogas de primeira
geracdo™®, e que apesar da sua larga utilizacdo na area médica, estas ndo sdo
consideradas como FS ideais para a TFDA, uma vez que, estas drogas apresentam
altas taxas de impurezas, altas taxas de formacdo de agregados e pico maximo de

absorcéo na regido do ultravioleta.

Mais recentemente, e em funcdo das dificuldades encontradas com a
utilizagdo das drogas de primeira geragdo, surgiram os FS de segunda geraco®,

283241 iy vitro tém

como a curcumina e a hipericina. Diversos trabalhos
demonstrado a efetividade destes FS em experimentos que utilizam células
planctonicas, mas pouco material ¢ encontrado sobre a utilizacdo destes em

biofilmes. O objetivo deste trabalho é avaliar a eficiéncia dos FS Curcumina,

Hipericina e Photogem® em biofilme maduro de Streptococcus mutans.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cepas de Streptococcus mutans— ATCC 25175 que foram
previamente adquiridas junto ao Instituto Adolpho Lutz. Estas cepas foram ap6s o
descongelamento das mesmas, submetidas ao processo de reativagdo e tiveram a
sua pureza confirmada por intermédio da utilizacdo da técnica de coloracdo de
Gram em conjunto com a analise morfoldgica visual das coldnias. Em seguida 0s
microrganismo foram novamente reativados em 4,0 ml de caldo BHI, que é um
meio de cultura de coloracdo amarela limpida e que € utilizado para o crescimento

de uma grande variedade de Streptococcus.



Em seguida, os microrganismos ja reativados, foram incubados em estufa
apropriada por um periodo de 12 horas em temperatura controlada de 37°C, apos
este periodo, foi realizada anélise de absorbéancia do meio de cultura contendo os
microrganismos em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 600nm
(Modelo 600 Plus, Femto, S&o Paulo, SP, Brasil) de forma a ajustar a populagao
bacteriana para no minimo 3,2X10’ unidades formadoras de colénias (UFC) por

mililitro (ml).

a) b)

FIGURA 1. a) Espectrofotdmetro que sera utilizado para avaliar e normalizar a quantidade da
populacdo inicial de microrganismo; b) Detalhe do display do equipamento evidenciando o

comprimento de onda que serd utilizado e o valor do coeficiente de absorcéo.

Em seguida, uma aliquota de 10% do volume utilizado para a
contaminacdo dos espécimes foi adicionado ao meio de cultura estéril, foi
realizada a sua homogeneizagdo e posteriormente foi realizada a contaminacao

dos espécimes utilizando 2 ml da mistura do meio estéril com o inoculo.

Apbs, cada uma das pastilhas de esmalte e dentina que foram confeccionas

e esterilizadas previamente, foram acondicionadas de forma individual, com



auxilio de uma pinga metélica estéril no fundo chato das placas de microbiologia,
a sequir, foram acrescentados a estas pastilhas 2,0ml do meio BHI puro contendo
10% da suspensdo bacteriana, este volume de meio contendo o inoculo promoveu
a completa cobertura das pastilhas. A seguir as placas foram acondicionadas em
jarras microbiolégicas em regime de microaerofilia, estas jarras serdo

posicionadas em uma incubadora de bancada com agitacdo orbital, a 37°C,

durante duas semanas.

a) b)

FIGURA 2. a) Incubadora com agitacao orbital. b) Placa de 24 pogos utilizada para crescimento do

biofilme nas pastilhas.

A cada periodo de 48 horas, 0 meio de cultura (BHI) era completamente
substituido por uma quantidade equivalente do mesmo meio de cultura recém
preparado e sem adicdo de novos microrganismos. Apds o periodo de incubacéo
foi necessario comprovar o crescimento bacteriano e o desenvolvimento de um

biofilme viavel para realizar o estudo.



FIGURA 3. Aspecto final de um biofilme maduro de Streptococcus mutans com 15 dias

de maturagéo.

A seguir, as amostras que foram incubadas pelo periodo de quinze dias foram

distribuidas nos grupos experimentais como descrito nos quadros 1,2 e 3:

Quadro 1. Distribuigdo das amostras para o fotossensibilizador curcumina.

r
Curcumina
Grupos Concentracdo | Dose de Energia
(mg/l) (J/em?)
G4 - 40
G5 - 80
G6 - 120
G7 250 -
G8 750 -
G9 1500 -
G10 250 40
G11 250 80
G12 250 120
G13 750 40
G14 750 80
G15 750 120
G16 1500 40
G17 1500 80
G18 1500 120




Quadro 2. Distribuicdo das amostras para o fotossensibilizador Hipericina.

Photogem®©
Grupos Concentragdo | Dose de Energia
(mg/L) (J/em?)

G4 - 40
G5 - 80
G6 - 120
G7 1 -

G8 5 -

G9 10 -

G10 1 40
G11 1 80
G12 1 120
G13 5 40
G14 5 80
G15 5 120
G16 10 40
G17 10 80
G18 10 120

Quadro 3. Distribuicdo das amostras para o fotossensibilizador photogem.

Hipericina ||
Grupos Concentragdo | Dose de Energia
(mg/L) (J/em?)
G4 - 1
G5 - 3
G6 - 6
G7 1 -
G8 5 -
G9 10 -
G10 1 1
G11 1 3
G12 1 6
G13 5 1
G14 5 3
G15 5 6
G16 10 1
G17 10 3
G18 10 6




A seguir os fotossensibilizadores Curcumina, Hipericina e o Photogem
foram manipulados e diluidos em trés diferentes concentragdes como segue: i)
Curcumina — 1500mg/l; 750mg/l e 250mg/l; ii) Hipericina — 10mg/l; 5mg/l e
1mg/l e iii) Photogem — 10mg/l; 5mg/l e 1mg/l. Apos o processo de diluicdo estes
fotossensibilizadores se encontravam em suas concentracoes terapéuticas e foram
acondicionados em ambiente refrigerado a 4°C de temperatura em tubos de ensaio
que garantiam total abrigp da luz at¢é o momento em que estes

fotossensibilizadores fossem utilizados.

Um dispositivo de irradiacdo contendo os comprimentos de onda

especificos para cada um dos fotossensibilizadores foi utilizado. Este equipamento

foi projetado e construido pelo laboratério de apoio tecnoldgico — LAT do
Instituto de Fisica de Sdo Carlos — IFSC da Universidade de S&o Paulo de maneira

a estar casado com a maior absor¢do dos farmacos.

FIGURA 5. Desenho esquematico do dispositivo de irradiacao da placa de 24 pocos (Direitos de

imagem reservados ao LAT- Laboratorio de apoio Tecnolégico — IFSC/ USP).



Em seguida ao processo de irradiacdo de acordo com as situa¢des impostas
em cada um dos grupos experimentais, as amostras foram de forma individual
removidas com auxilio de uma pingca metélica estéril e foram acondicionadas em
tubos de ensaio contendo uma solucdo salina tampéo (PBS — Phosphate Buffered
Saline) e trés pérolas de vidro estéreis. Estes tubos de ensaio foram agitados com
a utilizacdo do vortex durante o periodo de 1 minuto de maneira a promover a
desagregacdo mecanica do biofilme através do movimento colisional das pérolas

de vidro com a superficie das pastilhas.

A seguir foram separados, de forma individual e com auxilio de uma
pipeta previamente calibrada, 5001 do conteddo de cada um dos tubos de ensaio,
este volume foi diluido através do método de diluicdo decimal como descrito
previamente, e a seguir as diluicdes, foram separados 10ul de cada uma das

respectivas dilui¢des que foram plaqueadas pela técnica da gota.

Em seguida estas placas de Petri j& plagqueadas foram posicionadas dentro
de jarras microbiol6gicas em ambiente de microaerofilia, e imediatamente apds,
estas foram acondicionadas em estufas microbiol6gicas a 37°C por um periodo de
48 horas de incubacdo. Apos foi realizado o processo de contagem visual de
colénias onde foi avaliada a eficacia dos diferentes regimes de irradiacdo e

concentracdo de farmacos propostos.

RESULTADOS

A capacidade antibacteriana dos diferentes tratamentos em biofilmes de s

mutans pode ser observada nos graficos 1-3 a seguir:



Gréfico 1. Efeito da terapia fotodinamica sobre Streptococcus mutans para o fotossensibilizador

curcumina em funcéo da concentracéo e dose de energia (médias e intervalo de confianga).

Biofilme

1,00E+09
9,00E+08

2,00E+08 —
1,00E+08 —

Pode-se observar que o fotossensibilizador curcumina, utilizado isolado ou
com TFDA néo apresenta efeito antimicrobiano sobre biofilme cariogénico. As
pequenas variacdes observadas ndo representam diferengas significativas de

desempenho uma vez que todos os resultados estdo na ordem de grandeza de 10°.




Gréfico 2 — Efeito de TFDA sobre biofilme de Streptococcus mutans para o fotossensibilizador

hipericina em funcdo de concentragdo e dose de energia (media e intervalo de confianga)

Biofilme

1,00E+09
9,00E+08

Gréfico 3 — Efeito de TFDA sobre biofilme de s. mutans para fotossensibilizador Photogem® em

funcdo de concentracéo e dose de energia (media e intervalo de confianca)

Tratamentos




A mesma baixa efetividade pode ser observada para 0s

fotossensibilizadores hipericina e Photogen®.
DISCUSSAO

A céarie é uma doenca infecto contagiosa de carater multifatorial, de
origem bacteriana e que acomete quaisquer superficies dentais. As bactérias
localizadas na placa dental, e que estdo em intimo contato com o dente, sdo
capazes de metabolizar os carboidratos que estdo presentes na dieta do
hospedeiro, e como resultado natural do metabolismo bacteriano, os MO excretam
acidos (acido latico) que promovem a desmineralizacdo do esmalte e da dentina
através da diminuicdo do pH local. Por ser uma doenca que apresenta altos
indices de incidéncia e prevaléncia na populacdo mundial, é de extrema
importancia que sejam desenvolvidas estratégias capazes de controlar a instalacao

e a progresséo de tal doenca.

O biofilme bacteriano é o verdadeiro agente etioldgico do processo
carioso, e a sua formacdo é decorrente de uma série de etapas muito bem
definidas. Inicialmente ocorre a formagéo da pelicula adquirida (PA)*>'%3, A PA
é um filme extremamente fino que se forma na superficie dental 15 minutos apds
uma limpeza mecéanica (p.ex. escovacdo ou profilaxia), esta € composta pela

saliva e uma série de proteinas de origem do hospedeiro.

A seguir ocorre a colonizacdo inicial, onde os MO chamados de
colonizadores se aderem a PA por meio de uma afinidade eletronica — Forcas

eletrostaticas repulsivas e Forcas de Van Der Walls — que estes apresentam com



algumas das proteinas salivares presentes™3*.

Esta colonizacdo inicial cria
condicdes para que os MO secundarios, que ndo apresentam afinidade com a PA
consigam se aderir ao substrato existente, esta adesdo ocorre de maneira
especifica entre os MO e € conhecida como co-agregacdo. A partir dai as

multiplicacGes seriadas e as novas adesdes bacterianas ao substrato levam & a

instalacdo e desenvolvimento do biofilme bacteriano dental.

Este biofilme é uma comunidade de MO que vivem de forma sinérgica
organizada e que apresenta uma série de mecanismos de defesa contra agentes
agressores externos, como por exemplo, 0s agentes antimicrobianos, 0 oxigénio e
as células do sistema imunoldgico que estdo presentes na saliva'. Alguns
trabalhos®” na literatura descrevem que os MO presentes em biofilmes apresentam
resisténcia aos agentes antimicrobianos de 10 até 250 vezes maior do que quando

comparados aos mesmos MO crescidos de forma planctonica.

Estes trabalhos descrevem que um dos principais mecanismos de defesa é
a deposicdo da matriz polimérica de polissacarideos, que funciona como uma
barreira mecanica e impede que grande parte da comunidade bacteriana fique

exposta a acdo dos agentes citados™*?’

. Outros trabalhos relatam que os MO que
se encontram embebidos na matriz extracelular apresentam taxa de metabolismo
celular mais baixo, e isto impede que as agressdes do meio ambiente afetem de
forma significativa a viabilidade dos MO do biofilme, além disso estes trabalhos
acreditam que a propria heterogeneidade da populagdo que constitui o biofilme

pode promover o desenvolvimento de resisténcia®'%.



Os resultados obtidos neste experimento, claramente demonstram que
independentemente dos comprimentos de onda, das doses de energia e dos FS que
foram utilizados, os protocolos aqui investigados, ndo foram capazes de promover
a total erradicacdo dos MO, o que de fato demonstra que, quando os MO
estudados estdo organizados em forma de um biofilme maduro, estes apresentam
resisténcia bastante elevada aos agentes agressores de modo geral e em particular

aos protocolos aqui estudados.

Em uma revisdo de literatura realizada por Marsh e Bradshaw em 1997,
0s autores discutem uma série de abordagens fisioldgicas para controlar a
instalacdo e o desenvolvimento de biofilmes, além disso, os autores, baseando-se
em trabalhos da literatura sugerem que esta alta resisténcia microbiana pode esta
relacionada com a homeostasia encontrada em biofilmes maduros. Outros
trabalhos, como por exemplo, o trabalho realizado por Hamblin e Hasan em
2004%, relatam a obtencdo de reducbes de até 99% em experimentos que
estudaram a eficiéncia da TFDA que utilizou FS policatiébnicos com periodos de
incubacdo pré-irradiacdo de 1 minuto em MO como 0s Actinomyces viscosus e as

Porphyromonas gingivalis.

Em vista dos resultados aqui apresentados, pode-se acreditar que o efeito
fotodindmico imposto pelos diferentes protocolos aqui propostos, tenha ocorrido
externamente ao MO, ou seja, a liberacdo do oxigénio singleto ocorreu fora do
citoplasma, e neste caso, 0 sucesso da terapia depende de uma relagdo
probabilistica que tem como fatores varidveis a concentra¢do dos FS, a populacéo

de MO, a organizacdo dos MO no biofilme e a permeabilidade da parede celular.



Alguns estudos atuais investigam maneiras de aumentar a permeabilidade

da parede celular com a utilizacio de produtos como o0 EDTA*#°

, Qque apresenta a
capacidade de remover os fons Ca** e Mg?*, que sdo 0s responsaveis por
neutralizar as cargas negativas na superficie da parede celular, como
consequéncia, ocorre uma repulsdo eletrostatica intensa que leva &
desestabilizacdo da organizacdo original e induz a liberacdo dos

lipopolissacarideos  constituintes da  parede celular, isto promove

conseqiientemente, um aumento na penetracdo do FS no citoplasma bacteriano®

6,26,30

Outros trabalhos relatam que a efetividade da TFDA ndo depende da
localizacdo onde o oxigénio singleto é formado, de acordo com estes trabalhos, se
uma quantidade suficiente de oxigénio for gerada nas redondezas das bactérias,
esta molécula apresenta reatividade suficiente para penetrar na célula bacteriana e
promover danos em estruturas vitais, 0s autores destes trabalhos comentam que
esta caracteristica pode ser observada em distancias de até 20nm’. Hamblin e
Hasan acreditam que os FS que preferencialmente operam via reacdes do Tipo |
necessitam penetrar no interior das células bacterianas, enquanto que os FS que

operam via reacdes do Tipo 11 ndo necessitam e portanto sio mais eficientes'?.
CONCLUSAO

Muito embora a TFDA apresente aspectos interessantes para ser utilizada
na cavidade oral como técnica de tratamento e controle de doengas de origem

bacteriana, nossos resultados demonstram que os protocolos aplicados ndo foram



eficazes sobre biofilme cariogénico. Um das observagdes mais importantes é que
parece ser necessario um tempo de interacdo entre o fotossensibilizador e o

biofilme a fim de possibilitar seu efeito fotodinamico.
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6 DISCUSSAO GERAL

A cérie dental é, sem sombra de dlvida, uma doenca que causa grande
impacto na satde do ser humano, pois esta apresenta altos indices de incidéncia e
prevaléncia na populacdo mundial86. Muito embora esta afeccdo ndo chegue a
colocar em risco a saude geral de um individuo, a sua instalacdo e progresséo,
podem comprometer consideravelmente o bem estar fisico e emocional do
hospedeiro, uma vez que, a evolucdo deste processo leva na maioria das vezes, &

destruicéo total da coroa clinica do dente'®®1%".

Esta destruicdo, afeta a capacidade de mastigacdo e trituragdo dos
alimentos, gera problemas de oclusdo e fonética, além de alterar em alguns casos a
estética do paciente. Além disso, a progressao desta doenca atinge alguns tecidos

mais sensiveis, como por exemplo, a dentina e a polpa'®*%’

, Que sdo extremamente
afetados por esta infeccdo bacteriana o0 que acaba gerando altos niveis de dor.
Normalmente estes sintomas extremamente dolorosos ocorrem em les6es de carie

que se encontram em estagios avancados de evolucdo, e o tratamento destas se da

usualmente por meio da remocdo mecanica do tecido cariado em associagdo com



a realizacdo do tratamento endodontico radical e posterior restauracdo da funcéo

do elemento dental.

A leséo de carie tem 0 seu inicio conjuntamente com o processo de adesao

bacteriana que acontece nas diferentes superficies dos elementos dentais*"*?

(p.ex.
lisas, cicatriculas, fissuras e radiculares), este processo ocorre de maneira geral,
em trés etapas distintas e muito bem definidas (colonizacéo inicial, colonizacao
secundaria, ou co-agregacdo e proliferacdo), onde, em cada uma destas, diferentes

microrganismo (MO), apresentam papéis de fundamental importancia para a

formagédo e manutencédo do biofilme dental bacteriano (BD).

Por definicdo®®, a cérie dental é a destruicéo localizada dos tecidos duros
(mineralizados) que constituem os elementos dentais por meio da dissolu¢do dos
cristais de hidrdxiapatita. Esta ocorre como resultado da fermentacdo metabdlica
de acucares e carboidratos presentes na dieta do hospedeiro, por alguns tipos de
microrganismo (MO) presentes no BD, como por exemplo, os MO dos géneros

Streptococcus e Lactobacillus.

Com relacdo a etiologia do processo carioso, trés sdo as teorias
disponiveis’ e que foram propostas, de maneira a caracterizar os mecanismos de
acao envolvidos no surgimento e desenvolvimento deste tipo de leséo. A primeira
teoria foi proposta por Miller em 1890. Nesta época acreditava-se que todos 0s
MO presentes no BD, eram capazes de produzir os acidos organicos responsaveis
pela dissolucgao dos tecidos duros dos dentes. Ainda de acordo com esta teoria, a

Unica diferenca entre a condicdo de saude e de doenga, era a quantidade de placa



que estava depositada nas superficies dentais, esta hipotese ficou entdo conhecida

como sendo a Teoria Quimico-parasitaria da Placa Inespecifica®’.

Mais recentemente surgiu a Teoria da Placa Especifica®”>°

, que afirma que
apenas alguns MO presentes no BD, séo capazes de promover o desenvolvimento
do processo carioso, e dentre todos os MO ali presentes (>700 espécies
catalogadas), os MO do género Streptococcus sdo considerados como sendo 0s
MO mais patogénicos, uma vez que, estes sdo altamente acidogénicos (producao
de &cidos), aciduricos (tolerdncia a pH muito baixo), e ainda, sdo capazes de
depositar uma matriz extracelular, de carater polimérico (MPE), que é composta
por polissacarideos insollveis, o que confere a estes MO, uma maior capacidade
de agregacdo a superficie dental, bem como, maior resisténcia frente aos agentes

agressores externos, como por exemplo, os agentes antimicrobianos ou MO

competidores.

Nos dltimos anos surge a hipétese Ecolégica da Placa®®

, que relaciona
diretamente os fatores ambientais, com as mudangas comportamentais que podem
ser observadas na microbiota da placa dental bacteriana. Neste contexto Marsh et
al., publicaram alguns estudos dedicados a explicar a transi¢do do comportamento
comensal para o comportamento patogénico de alguns MO, e de acordo com estes
autores, se os fatores ambientais sdo capazes promover alteracGes téo
significativas no comportamento dos MO presentes no BD, pode ser possivel, até

certo grau, controlar o surgimento do processo carioso através da identificacéo e

controle destes fatores.



Os autores relatam que os principais fatores ambientais a serem
considerados no controle fisiologico do processo carioso, séo: i) controle do pH
da placa; ii) controle do potencial redox e iii) controle do acesso aos nutrientes.
Ao final destes estudos, os autores concluiram que as alteragdes ambientais
podem de fato promover alteracbes na composicdo e metabolismo dos MO
presentes no BD, mas estes acreditam que seja dificil predizer o efeito que tais
alteracGes possam implementar no comportamento dos MO, o que torna dificil a
utilizacdo destes como método principal no controle da instalacdo ou progressao

do processo carioso.

Tradicionalmente, diversas sdo as abordagens utilizadas na rotina clinica
diaria para controlar a instalacdo e a progressdo do processo carioso. Basicamente

estas técnicas se dividem em mecénicas e quimicas.

As técnicas mecanicas sdo aquelas em que o profissional lanca médo da
utilizacdo de instrumentos cortantes manuais ou rotatorios, para realizar a
remocao parcial ou completa dos tecidos dentinérios que estejam comprometidos,
sem suporte e que dessa maneira ndo possam mais continuar exercendo as suas

funcbes naturais.

As técnicas quimicas'™ sdo aquelas que utilizam de maneira tépica, a
aplicacdo de agentes antimicrobianos como o digluconato de Clorexidina (CHX) e
alguns tipos de antibidticos como as penicilinas, meticilinas, eritromicinas,
ampicilinas e as cefalosporinas sobre as superficies dos dentes. Mas, apesar do

sucesso relativo alcancado por meio da utilizagdo destas substancias, os relatos de



efeitos colaterais, como por exemplo, descoloracdo dental, alteracdo do paladar do
paciente, associados mais recentemente, ao surgimento de cepas bacterianas
resistentes aos agentes antibidticos acabaram por restringir de maneira

significativa a utilizacdo destes métodos™*.

Neste contexto surge como uma alternativa promissora, para controlar os
MO Gram-positivos e Gram-negativos presentes na microbiota indigena da
cavidade bucal, a terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA)'®. O mecanismo
de acdo desta se baseia na liberacdo de espécies reativas de oxigénio, como o
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oxigénio singleto™ ", que apresentam a capacidade de oxidar diferentes moléculas

organicas como bactérias, virus e fungos.

De maneira a embasar a realizagdo dos estudos presentes nos Capitulos 2 e
3 desta tese, o Capitulo - 1, teve por objetivo, realizar uma revisao da literatura
que permitisse ao aluno e ao leitor, a observagdo, e o entendimento dos
mecanismos de acdo desta técnica terapéutica, e os diversos aspectos relacionados
com o seu surgimento, a evolugéo, as limitagdes e as direcOes futuras que a terapia
fotodindmica (TFD), e a derivagdo desta, a terapia fotodindmica antimicrobiana
(TFDA), devem tomar de maneira a que esta modalidade possa de fato ser
utilizada de forma segura e ser amplamente difundida na pratica odontoldgica

diaria.

Neste estudo foi levantada uma série de trabalhos cientificos que relatam a
eficiéncia da TFDA em culturas de bactérias orais em suspensdes plancténicas e

em biofilmes. Os primeiros relatos da utilizacdo desta técnica na odontologia



foram realizados por Wilson, Harvey e Dobson'® em 1992, que demonstraram,
em culturas planctonicas, que a associacdo de alguns corantes, com comprimentos
de onda monocromaticos, localizados na regido visivel do espectro
eletromagnético e em regime de baixa intensidade de potencia, foram capazes de

erradicar algumas espécies de bactérias orais.

Em 1993 Wilson et al.’® demonstraram o sucesso do uso da TFDA em
culturas planctdnicas de Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e
Actinobacillus actinomicetemcomitans. Neste trabalho os autores utilizaram um
LASER de gas Helio/Nebdnio que emitia um comprimento de onda de 660 + 5nm,

com irradiancia de 7.3mW/cm2 e um tempo de exposicao de 80 segundos.

1121 em 1994 e em

Outros trabalhos publicados, como os de Burns et a
1995, investigaram o potencial de descontaminacdo desta técnica em MO
cariogénicos e periodontopatogénicos, utilizando fotossensibilizadores (FS) como
0 azul de metileno, azul de toluidina, alguns compostos baseados nas porfirinas e
fontes de luz como os LASERs de baixa intensidade de poténcia e mais

recentemente os sistemas baseados na tecnologia dos diodos emissores de luz

(LED).

A andlise da literatura pertinente permitiu observar que existe um grande
namero de trabalhos que investigam a acdo da TFDA em MO em suspensdes
plancténicas e em biofilmes desorganizados, como é o caso dos trabalhos

publicados por Wilson et al.'®* em 1995, e Zanin et al.*® em 2002. Além disso, foi



possivel ainda observar que séo publicadas menores quantidades de trabalhos que

estudam o efeito desta técnica em biofilmes maduros e organizados.

Em 2001 Mah, O’Toole® afirmam que é importante ter em mente que 0s
resultados provenientes dos estudos realizados em suspensdes de culturas
planctdnicas, ndo devem ser extrapolados para a condi¢do clinica normal, uma vez
que, os MO presentes na cavidade oral estdo organizados em biofilmes maduros
multiespécies que conferem a estes MO um aumento significativo na resisténcia

frente aos agentes antimicrobianos.

Costerton et al.*® relacionam este aumento significativo na resisténcia dos
MO com a presencga da matriz polimérica extracelular (MPE), que estd presente
nos biofilmes orais, e que atua como uma barreira fisica impedindo o intimo
contato do FS com a parede celular dos MO. Ademais, outros pesquisadores
acreditam ainda que esta resisténcia possa estar relacionada também, com a fase

de crescimento?4282932

em que estes MO se encontrem, ou seja, quanto maior for
0 metabolismo destas bactérias, maiores sdo as chances de que os FS penetrem no

interior do citoplasma bacteriano.

Apesar dos poucos trabalhos publicados acerca da eficiéncia da TFDA em
biofilmes dentais, e dos altos indices de resisténcia que os MO apresentam quando
organizados em biofilme, existem relatos na literatura que suportam a idéia da
realizacdo da TFDA em biofilmes e, por exemplo, podem ser citados os trabalhos
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publicados por alguns pesquisadores, como O Neill et al.” em 2002, que relatam

altas taxas de sucesso da terapia utilizando corantes como o azul de metileno e o



azul de toluidina, quando irradiados com comprimentos de onda na faixa espectral

do vermelho (660nm £ 5nm).

Em 2008 Giusti et al.*® avaliaram a eficiéncia da TFDA em lesdes de carie
artificiais que foram induzidas em pastilhas de esmalte e dentina obtidas a partir
de incisivos bovinos. Neste trabalho, os FS utilizados foram o azul de toluidina e
0 Photogem®, o comprimento de onda de eleicdo teve pico maximo de emissao
em 660 nm, e este era emitido por um sistema de irradiacdo baseado na tecnologia
dos LEDs. Os resultados obtidos claramente demonstraram que, as condic¢des
experimentais propostas pelos autores, foram capazes de promover a obtencao de
altos indices de descontaminacdo do tecido dentinario bovino com o uso da

TFDA.

A literatura que foi levantada no Capitulo 1, evidencia que se faz
necessario a realizacdo de trabalhos que investiguem o potencial antimicrobiano
de novas drogas, fontes de luz e protocolos que embasem cientificamente a
utilizacdo desta terapia na rotina clinica diaria. Neste sentido foi decidido estudar
0 potencial antimicrobiano que a TFDA apresenta utilizando FS como o
Photogem®, a Hipericina e a Curcumina em culturas planctonicas de
Sreptococcus mutans — Capitulo 2 — e em biofilmes monoespécie de

Sreptococcus mutans — Capitulo 3.

Muito embora a literatura apresente grande quantidade de dados cientificos
que demonstrem uma maior suscetibilidade dos MO quando em suspensfes

planctdnicas, poucos ou quase nenhum sdo os dados disponiveis relacionados com



a utilizagdo dos farmacos Curcumina e Hipericina no controle de MO

cariogénicos.

Assim sendo, o objetivo do Capitulo 2 desta tese, foi o de avaliar o
potencial antimicrobiano dos FS Curcumina, Hipericina e hematoporfirina em
culturas plancténicas de Streptococcus mutans, que foram irradiados com auxilio
de um equipamento protétipo — Biotable — que permite ao operador escolher uma

entre as trés op¢des de faixa espectral que estdo disponiveis neste equipamento.

Os resultados obtidos neste capitulo claramente demonstraram que 0s
protocolos aqui estudados, e que utilizaram como fotossensibilizadores o0s
farmacos Photogem® e Hipericina, foram capazes de promover reduces
microbioldgicas significativas na contagem de col6nias viaveis do MO S.mutans.

Estas reducdes corresponderam a reducdes de 6,8 (10 mg/L — 120 J/cm2) e
7 logs (Img/L — 1 J/cm2) respectivamente, além disso, os protocolos que
utilizaram maiores concentragfes de Hipericina e maiores doses de energia

promoveram a total erradicacdo dos MO estudados.

Estes achados estdo de acordo com uma série de trabalhos da literatura,
como por exemplo, os trabalhos de Paulino et al.”” em 2005 e Bevilacqua et al.
em 2007, que descreveram indices de reducdo microbiana similares aos

encontrados neste trabalho.

Os protocolos experimentais aqui propostos, que utilizaram como agente
fotossensibilizante a Curcumina, ndo foram capazes de promover a obtencdo de

qualquer nivel de reducdo microbiana, o que pode sugerir em principio que, 0



farmaco utilizado apresenta baixos niveis de rendimento quantico, ou seja, nas
condicdes experimentais propostas (concentracdo, tipo do farmaco e dose de
energia), este pode ndo ter sido capaz de gerar grandes quantidades de oxigénio

singleto.

Além disso, é possivel que os pobres resultados observados estejam
relacionados diretamente com as concentracdes de Curcumina que foram testadas
neste trabalho, ou seja, estas podem ter sido selecionadas em uma regido abaixo
do limiar de acdo para esta droga. Nesta condicdo trabalho, acreditamos que a
atuacdo desta droga dependa de uma relacdo probabilista que é estabelecida entre
a quantidade de moléculas de fotossensibilizador e a populacdo de bactérias do

inoculo que ficam distribuidas em um dado volume.

Esta hipdtese pode ser corroborada através do trabalho publicado por Dahl
et al.?, que em 1989, investigaram a capacidade que o oxigénio singleto tem de
oxidar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Ao final deste estudo, 0s
autores concluiram que este radical livre altamente reativo consegue oxidar as
bactérias de ambas as classificacfes de coloracdo Gram e, alem disso, 0s autores
salientam que a associa¢do do tempo de vida breve (da ordem de 0,04us) com a
baixa capacidade de difusdo que este radical livre apresenta, acabam por limitar

significativamente a sua atuacao.

Tendo em vista a hipdtese probabilistica sugerida nesta discussao,
acreditamos que o tempo de contato (periodo de incubagdo pré-irradiacdo), que o

agente fotossensibilizador € mantido em contato com o inoculo possa aumentar



significativamente a chance de encontro entre as moléculas do farmaco e os MO
quando do momento em que a reacdo fotodindmica aconteca. Nesta tese as
amostras estudadas foram irradiadas imediatamente apds o posicionamento do FS

em contato com o inoculo de Streptococcus mutans.

A literatura descreve um aumento significativo na resisténcia dos MO
quando estes estdo organizados em biofilmes, em sua maioria, os relatos

descrevem um aumento na resisténcia que variam de 10 até 100037281

vezes
frente aos agentes antimicrobianos tradicionais. Em funcéo desta literatura e dos
resultados que foram obtidos no Capitulo 2, imagina-se que o estudo da
viabilidade da TFDA em biofilmes de Sreptococcus mutans — Capitulo 3 —
utilizando os farmacos estudados anteriormente (Photogem®, Hipericina e
Curcumina) deveria ser realizado apenas com 0S Qrupos gue apresentaram 0S

melhores resultados de inativacdo obtidos no estudo realizado em suspensdes

planctonicas.

Mas em funcdo do pequeno numero de trabalhos publicados na literatura
que investigam o efeito desta terapia em biofilmes organizados, e motivados por
poder contribuir com a literatura atual, com novas observagdes experimentais, foi
decidido experimentar as mesmas condi¢Oes anteriormente estudadas nos

biofilmes maduros de Streptococcus mutans.

Neste sentido, o objetivo do Capitulo 3 desta tese, foi o de avaliar o

potencial antimicrobiano obtido com o uso da TFDA que utilizou os FS



hematoporfirina, Hipericina e Curcumina na reducao da contagem de MO viaveis

de S. mutans em biofilmes maduros de quinze dias de crescimento.

Os resultados obtidos neste experimento evidenciam que a TFDA nas
condicbes de experimentacdo que aqui foram propostas, ndo foi capaz de
apresentar resultados de reducdo microbiana que justifiquem o seu uso na clinica
diaria. No entanto, os resultados de inativacdo encontrados neste trabalho,
demonstraram a obtencdo de reducdes significativas na contagem microbioldgica

de até 56% de reducdo para o grupo Photogem.

Estes resultados se apresentam em concordancia com a maioria dos
trabalhos publicados na literatura. Como exemplo, pode ser citado o trabalho
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publicado por Guglielmi et al.™ em 2009, que relatam a obtencdo de taxas de

reducdo de MO viaveis que variaram entre 70 e 80% com a utilizacdo da TFDA.

Apesar dos resultados apresentados no Capitulo 3 serem consonantes com
a literatura atual, os resultados aqui discutidos, apresentaram escores inferiores de
reducdo microbiana quando estes sdo comparados aos resultados de trabalhos que
foram publicados previamente na literatura. Acreditamos que este fato, esteja
relacionado com a auséncia da ado¢do de um periodo de incubacédo pré-irradiacao
das amostras estudadas, o que poderia, em tese, melhorar a penetracdo dos agentes
fotossensibilizadores utilizados na estrutura que compbe o biofilme, e

conseqlentemente poderia melhorar o efeito dos protocolos propostos de TFDA.
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Nesta direcdo pode ser citado o trabalho de Zanin et al.™", que corrobora a

nossa hipotese, ao propor um tempo de incubacgédo pré-irradiacdo de 5 minutos.



Neste trabalho, os autores discutem que este periodo foi de fundamental

importancia para a obtencdo de melhores resultados com a TFDA.

Ainda nesta dire¢do, alguns autores, como Wainwright'% em 1997,
comentam que pouco se conhece até 0 momento, a respeito da penetracdo dos
agentes antimicrobianos e principalmente dos FS no interior do biofilme, além
disso, estes ainda relatam que a solubilidade do FS em &gua é um fator critico que

influencia diretamente a penetracdo dos farmacos no biofilme.

Outros fatores, como tempo de maturacdo do biofilme, fase de crescimento
em que se encontram os MO estudados, e os fatores de resisténcia que sao
expressos pelos MO contidos nas diferentes camadas que formam o biofilme
dental bacteriano, podem também, ter influenciado os resultados obtidos neste
trabalho. Estas hipdteses sdo suportadas por alguns trabalhos publicados na
literatura, como por exemplo, o trabalho de Zanin et al.*®, que por meio da técnica
de microscopia confocal a LASER, avaliou a eficiéncia da TFDA em

profundidade.

As imagens obtidas nesse trabalho evidenciaram que o maior indice de
dano bacteriano pode ser observado nas regides mais superficiais que compunham
os biofilmes estudados, além disso, os autores puderam também concluir que, 0s
biofilmes mais velhos foram menos susceptiveis ao dano promovido pela TFDA

quando comparados com os resultados obtidos para os biofilmes mais jovens.



7 CONCLUSAO GERAL

A terapia fotodindmica antimicrobiana que utiliza a Hipericina como
farmaco € uma técnica terapéutica que pode ser aplicada na descontaminacéo
bucal geral, uma vez que os protocolos estudados foram capazes de promover
reducdes similires ao grupo controle Clorexidina 2%, ou seja, esta terapia
demonstrou efetividade para ser utilizada contra os microrganismo Streptococcus
mutans que estejam presentes em suspensdo na saliva. No entanto nenhum
protocolo terapéutico estudado foi capaz de promover qualquer redugéo

significativa em biofilmes de Streptococcus mutans.

7.1 TRABALHOS FUTUROS

Em funcdo da realizacdo dos trabalhos contidos nos Capitulos de 1 a 3
apresentados nesta tese, acreditamos que novos trabalhos deverdo ser realizados

de maneira a investigar mais profundamente:

i) 0 efeito do periodo de incubacéo pré-irradiacdo na obtencdo de melhores

resultados de inativacdo microbiana;

ii) a permeabilidade dos diferentes fotossensibilizadores disponiveis no

biofilme dental bacteriano;

iii) o efeito dos diferentes comportamentos eletronicos sobre a atuacao

biolégica dos agentes fotossensibilizadores disponiveis; e,

iv) o efeito biolégico que diferentes regimes de irradiacdo (pulsado ou

continuo) podem promover para a melhoria da TFDA.
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