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RESUMO 
 
 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma técnica que combina um fotossensibilizador (FS) 
com luz visível e oxigênio molecular, podendo ser utilizada como agente 
antimicrobiano no controle de diversas doenças infecciosas, como a cárie dentária. 
A quitosana vem demonstrando atividade promissora quando associada à alguns 
fotossensibilizadores. Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar a associação 
da quitosana com o fotossensibilizador Photodithazine® (PDZ) na TFD sobre 
culturas planctônicas e biofilmes de S. mutans, bem como avaliar sua eficácia sobre 
biofilmes microcosmos orais. Inicialmente, foi preparada uma suspensão de S. 
mutans UA 159 padronizada em 106 células/mL. Para o estudo em culturas 
planctônicas, foi adicionada a suspensão de S. mutans em placas de 96 poços. Para 
o estudo em biofilmes, foram confeccionadas amostras de esmalte de dentes 
bovinos como substrato para a formação do biofilme em placas de 24 poços. As 
culturas planctônicas e os biofilmes foram tratados de acordo com os grupos 
experimentais, recebendo adição de PDZ, quitosana ou PBS, seguido pela 
irradiação ou pela manutenção em ambiente escuro (controle). Os efeitos dos 
tratamentos foram analisados por meio da contagem de UFC/mL de S. mutans em 
ágar Infusão Cérebro Coração (BHI) incubadas por 48h a 37°C (5% de CO2) e 
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Além disso, para confirmar a 
penetração do FS e da quitosana nas células de S. mutans foi realizado teste de 
absorbância. A seguir, foram estudados os efeitos da terapia fotodinâmica com PDZ 
associado à quitosana sobre biofilmes microcosmos de saliva formados sobre 
corpos-de-prova de esmalte bovino. Os efeitos da TFD sobre os biofilmes foram 
analisados por meio da contagem de células viáveis de micro-organismos totais em 
ágar BHI e estreptococos do grupo mutans em ágar Mitis Salivarius Bacitracina 
Sacarose (MSBS). Os dados foram analisados por ANOVA e teste de Tukey. Os 
resultados demonstraram que a TFD mediada por PDZ foi capaz de reduzir a 
contagem de células viáveis de S. mutans tanto nos testes planctônicos como nos 
biofilmes, assim como reduzir a contagem de micro-organismos totais e 
estreptococos do grupo mutans em biofilmes microcosmos orais. Esses efeitos 
antimicrobianos foram ainda maiores quando à quitosana foi associada à TFD. A 
redução do número de células viáveis foi confirmada nas imagens de MEV, nas 
quais pode-se observar a desestruturação das células e matriz do biofilme. Nos 
testes de absorção, observou-se que a quitosana aumentou a capacidade de 
penetração do PDZ nas células de S. mutans. Concluiu-se que a quitosana 
apresentou capacidade de potencializar a atividade antimicrobiana da TFD mediada 
por PDZ sobre S. mutans e biofilmes microcosmos orais.  
 

 
Palavras-chave: Terapia fotodinâmica. Streptococcus mutans. Quitosana. Clorina e6. 
Biofilme. 



 
 

Souza CM. Association of Photodynamic Therapy with chitosan for the control of 
Streptococcus mutans and microfilm biofilm [dissertation]. São José dos Campos 
(SP): São Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2020. 

 
ABSTRACT 

 
 

Photodynamic therapy (PDT) is a technique that combines a photosensitizer (FS) 
with visible light and molecular oxygen and can be used as an antimicrobial agent to 
control various infectious diseases, such as dental caries. Chitosan has shown 
promising activity when associated with some photosensitizers. Therefore, the 
objective of this study was to investigate the association of chitosan with the 
Photodithazine® photosensitizer (PDZ) in PDT on S. mutans planktonic cultures and 
biofilms, as well as evaluating its effectiveness on oral microcosm biofilms. Initially, a 
standardized S. mutans UA159 suspension at 106 cells/mL was prepared. For the 
study in planktonic cultures, the suspension of S. mutans in 96 well plates was 
added. For biofilm study, bovine tooth enamel samples were made as substrate for 
biofilm formation in 24 well plates. Planktonic cultures and biofilms were treated 
according to the experimental groups, receiving the addition of PDZ, chitosan or 
PBS, followed by laser irradiation or maintenance in a dark environment (control). 
The effects of treatments were analyzed by counting CFU/mL of S. mutans on Brain 
Heart Infusion Agar (BHI) incubated for 48h at 37 °C (5% CO2) and Scanning 
Electron Microscopy (SEM). In addition, to confirm the penetration of PS and 
chitosan in S. mutans UA159 cells, an absorbance test was performed. Next, the 
effects of photodynamic therapy with PDZ associated with chitosan on saliva 
microcosm biofilms formed on bovine enamel specimens were studied. The effects of 
PDT on biofilms were analyzed by counting viable cells of total microorganisms on 
BHI agar and mutans streptococci on Mitis Salivarius Bacitracin Sucrose (MSBS) 
agar. The data were analyzed by ANOVA and Tukey's test. The results demonstrated 
that PDZ-mediated PDT was able to reduce the viable cell count of S. mutans in both 
planktonic and biofilm tests, as well as to reduce the count of total microorganisms 
and mutans streptococci in oral microcosm biofilms. These antimicrobial effects were 
even greater when chitosan was associated with PDT. The reduction in the number 
of viable cells was confirmed in the SEM images, in which it is possible to observe 
the breakdown of the cells and the biofilm matrix. In the absorption tests, it was 
observed that chitosan increased the penetration capacity of PDZ in S. mutans cells. 
It was concluded that chitosan was able to potentiate PDZ-mediated PDT 
antimicrobial activity on S. mutans and oral microcosm biofilms. 

 
 

Keywords: Photodynamic therapy. Streptococcus mutans. Chitosan. Chlorin e6. 
Biofilm. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A cavidade oral humana é colonizada por uma comunidade bacteriana 

altamente diversificada, consistindo em mais de 700 espécies bacterianas (Soria-

Lozano et al., 2015). Essas espécies interagem entre si e com outros micro-

organismos formando comunidades microbianas, envolvidas em uma matriz de 

polímeros de origem bacteriana ou do próprio hospedeiro, denominadas biofilme 

dentário (Socransk, Haffajee, 2002). A ocorrência de alterações em fatores que 

regulam a homeostase da cavidade bucal, como a composição da dieta do indivíduo, 

a resposta do sistema imunológico e a integridade da dentição podem modificar a 

proporção dos micro-organismos permitindo a proliferação de espécies patogênicas 

que levam ao surgimento de doenças bucais, como a cárie dentária (Marsh, 2010). 

A cárie dentária afeta cerca de 2.430 milhões de pessoas no mundo (Leal et 

al., 2017), sendo caracterizada como uma doença de etiologia multifatorial, biofilme-

dependente e associada à ingestão frequente de carboidratos na dieta, 

principalmente a sacarose. A fermentação desses carboidratos pelos micro-

organismos presentes no biofilme leva à produção de ácidos, que resultam na 

diminuição do pH da cavidade bucal (Marsh, 2010; Llena-Puy, 2006). Quando o 

valor crítico do pH é atingindo (inferior a 5,5) inicia-se a dissolução dos minerais do 

esmalte dentário pela ação de íons de cálcio e fosfato, ocorrendo então a 

desmineralização da superfície dentária que progride em profundidade (Touger-

Decker, Loveren, 2003). A ingestão frequente de carboidratos antes do 

reestabelecimento do pH, faz com que o processo de desmineralização se torne 

continuo, levando a perda da estrutura mineral e consequentemente ao 

aparecimento da lesão de cárie (Aoba, 2004). 

As bactérias que estão intimamente relacionadas à cárie dentária são os 

estreptococos, os primeiros micro-organismos a colonizarem as superfícies da 

cavidade bucal. Cerca de 70% das bactérias cultiváveis existentes no biofilme 

dentário humano são estreptococos do grupo mutans (Soria-Lozano et al., 2015). Os 

estreptococos são bactérias Gram-positivas, esféricas, que se agrupam geralmente 

em pares ou cadeias durante seu crescimento. São fermentadores de carboidratos 

provenientes da dieta do indivíduo, acidogênicos (capazes de produzir ácidos) e 
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acidúricos (capacidade de permanecer em ambiente ácido), produtores de 

polissacarídeos extracelulares e possuem capacidade de adesão às estruturas 

dentárias, sendo a aderência a primeira etapa na formação do biofilme bacteriano 

(Cheon et al., 2013; Durso et al., 2014; Manoil et al., 2014) 

S. mutans normalmente existe como um membro regular da comunidade do 

biofilme maduro, no entanto, em certas condições, pode tornar-se dominante e 

assim causar doenças (Kreth et al., 2005). Tamura et al. (2009) sugerem que os 

isolados de S. mutans possuem maior capacidade de formar biofilme do que 

isolados de outras espécies de estreptococos que colonizam o ambiente da 

cavidade bucal humana. A formação de biofilme por S. mutans é um dos principais 

fatores de virulência do micro-organismo, possível pela produção de 

glicosiltransferases (GTFS), que hidrolizam a sacarose da dieta em glicose e frutose, 

e unem os resíduos de glicose entre si por meio de ligações glicosídicas para formar 

glicanos insolúveis que conferem aos micro-organismos a capacidade de se aderir 

às superfícies lisas dos dentes (Ren et al., 2016).  

Devido a alta prevalência da cárie dentária na população, vários métodos 

alternativos para tratamento dessa doença tem sido investigados, como a terapia 

fotodinâmica (TFD) (Panhóca, 2011). No contexto geral, o efeito da terapia 

fotodinâmica (TFD) ocorre na presença de oxigênio molecular e com a interação de 

um fotossensibilizador (FS) atóxico à uma fonte de luz visível, com comprimento de 

onda adequado para excitar as moléculas fotoativas (Rkein, Ozog, 2014).  

A utilização clínica da TFD como método terapêutico ocorreu após 

aprovação das porfirinas e seus derivados nos EUA, sendo utilizada contra câncer 

de pulmão, esôfago e displasias (Kou et al., 2017). Mais tarde, a terapia 

fotodinâmica passou a ser utilizada também no tratamento de doenças infecciosas, 

sendo chamada por alguns autores de terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa). 

Entretanto, os estudos com TFD ficaram estagnados por um longo período, devido à 

descoberta dos antibióticos que se mostravam muito eficazes para a inibição do 

crescimento microbiano. Após algumas décadas, devido ao uso indiscriminado 

desses fármacos, surgiram cepas bacterianas resistentes aos antibióticos e os 

estudos com TFD voltaram a despertar o interesse de pesquisadores (Caires et al., 

2017).   

A TFD para controle de micro-organismos tem sido constantemente 

aperfeiçoada, explorando vários aspectos relacionados ao crescimento microbiano, 
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biofilmes, esporos bacterianos, fatores de virulência e multirresistência (de Carvalho 

Leonel et al., 2019; Sueoka et al., 2018; Tan et al., 2018), constituindo uma 

abordagem promissora para erradicar bactérias patogênicas que causam 

principalmente doenças localizadas (Garcez et al., 2015). 

O mecanismo fotodinâmico, consiste em um fotossensibilizador que é 

irradiado com luz ultravioleta ou visível em determinados comprimentos de onda, 

absorvendo energia e passando para um estado excitado singlete (1S*). Este estado 

1S* pode decair para o estado fundamental singlete (0S) com emissão de 

fluorescência, ou cruzar para um estado triplete excitado (3S*) por inversão 

espontânea do spin do elétron excitado. Uma vez formado o 3S*, esta espécie pode 

participar em várias reações, decaindo ao estado 0S com emissão de fosforescência, 

ou reagir por mecanismos fotoquímicos do tipo I ou II. Na reação do tipo I, o 3S* 

pode reagir com um substrato orgânico ou uma segunda molécula 

fotossensibilizadora, por transferência de elétrons ou hidrogênio. No tipo II, o 

fotossensibilizador 3S* pode transferir energia para o oxigênio molecular, gerando 0S 

e oxigênio singlete (1O2). Estes processos podem ocorrer simultaneamente e a 

importância de cada um depende da molécula alvo, da eficiência da transferência de 

energia do sensibilizador para o O2, do solvente e da concentração de O2 (Bacellar 

et al., 2015; de Oliveira et al., 2014;  Donnelly, McCarron Tunney, 2008; Lyon et al., 

2011) 

A TFD pode agir por três mecanismos principais de morte celular: morte 

celular apoptótica, necrótica e autofágica. Acredita-se que a localização do FS em 

diferentes organelas (mitocôndrias, lisossomas, retículo endoplasmático, membrana 

plasmática, entre outras) possa desempenhar um papel importante no tipo de 

mecanismo de morte celular, porém outros fatores também podem estar associados, 

como a concentração do FS e a dose de radiação luminosa. Em geral, aceita-se que 

a apoptose seja a principal modalidade de morte celular provocada pela TFD 

(Abrahamse, Hamblin, 2016). 

Entre as vantagens da TFD, estão seu amplo espectro de ação, alta 

especificidade de alvo, poucos efeitos colaterais, e baixa possibilidade de induzir a 

resistência de patógenos (Dovigo et al., 2013). Tem sido descrito que algumas 

espécies de micro-organismos podem desenvolver mecanismos de resistência à 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, como absorção reduzida ou alteração do 

fotossensibilizador causada por enzimas presentes na célula, bombas de efluxo, 
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bombeando o fotossensibilizador para fora da célula e enzimas neutralizantes de 

espécies oxidativas. Tais mecanismos foram atribuídos à origem celular e ao tipo de 

fotossensibilizador utilizado (Calzavara-Pinton et al., 2012; Casas et al., 2011). 

Lasers e LEDs são as fontes de luz mais utilizadas na Terapia Fotodinâmica. 

O Laser é conhecido por sua monocromaticidade, coerência, colimação e 

polarização. Enquanto isso, o LED pode ser classificado como uma fonte de luz 

direcionada, pois a maior parte do fluxo de emissão de luz se concentra em uma 

única direção, evitando sua dispersão. O custo benefício e sua ampla faixa de 

espectro tornam o LED uma escolha frequente para a TFD (Awan, Tarin, 2006; 

Wilson, Patterson, 2008). 

Existe uma ampla gama de FS disponíveis para realização da TFD, 

tornando-se necessário o estabelecimento de certas características para designar 

um fotossensibilizador adequado, como baixa toxicidade no escuro, 

fotossensibilidade não prolongada, características fotofísicas favoráveis, 

simplicidade na formulação, farmacocinética adequada, facilidade de manuseio, 

possibilidade de obtenção em escala industrial a custo reduzido, praticidade na 

análise dos componentes da fórmula, alta afinidade e penetração seletiva ao tecido 

doente em detrimento do tecido saudável (Ibanez Simplicio et al., 2002). 

Os fotossensibilizadores derivados da Clorina e6 têm sido amplamente 

estudados para atuarem na TFD contra micro-organismos (Correa et al., 2012; 

Carmello et al., 2017; Dovigo et al., 2013; Quishida et al., 2015; Terra Garcia et al., 

2018) por exigirem menor concentração de FS e menor período de iluminação, em 

relação aos outros fotossensibilizadores conhecidos como o Azul de Metileno, e 

bandas de absorção mais fortes nas regiões vermelhas (650-680nm) que penetram 

mais profundamente nos tecidos (Ferreira et al., 2008). Photodithazine® (PDZ) 

(Figura 1) é um fotossensibilizador derivado da Clorina e6, que foi modificado pela 

adição de N-metil-D-glicosamina como um agente solubilizante e estabilizante, 

tornando-a hidrossolúvel e facilitando sua difusão para o interior das células alvo 

(Ivanov et al., 2000).  

Em relação a ação antimicrobiana, o PDZ demonstrou eficácia fotodinâmica 

contra Candida spp. in vitro (Dovigo et al., 2013) e in vivo (Carmello et al., 2017), 

além de agir contra biofilmes multiespécies (Quishida et al., 2015). Ainda, seu efeito 

foi avaliado em bactérias isoladas de bolsas periodontais de indivíduos com 

periodontite crônica, sendo observado 80% de redução dos micro-organismos 
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(Soukos, Goodson, 2011). Strakhovskaya et al. (2002) realizaram um estudo 

comparativo entre PDZ (2 µM) e a clorina e6 (2 µM) em sua forma natural sobre 

Candida guilliermondii, no qual o derivado da clorina e6 apresentou uma eficiência 

25% maior que a Clorina e6 em sua forma natural. Esses autores sugeriram que os 

resultados mais promissores obtidos com o PDZ foram decorrentes da sua melhor 

solubilidade, e portanto, menor grau de agregação de moléculas em soluções 

aquosas. 

 

Figura 1 - Estrutura molecular do Photodithazine® (PDZ) 

 

 

Fonte: Pires (2014). 

 

Apesar da ampla eficácia apresentada pela TFD a partir de diversos FS, 

estudos recentes apontam a incorporação de polímeros naturais com intuito de 

potencializar os efeitos produzidos por essa técnica (Camacho-Alonso et al., 2017;  

Chen et al., 2012; Kim et al., 2013; Lee et al., 2011; Lee et al., 2013; Reza et al., 

2011; Shrestha et al., 2012), como por exemplo, a quitosana. A quitosana (Figura 2) 

é um heteropolímero natural, derivado da quitina, composto por unidades β-1,4 D-

glucosamina ligadas a resíduos de N-acetilglucosamina (Costa Silva et al., 2006).  É 

proveniente da N-desacetilação da quitina, podendo o grupo N-acetil sofrer inúmeros 

graus de desacetilação, originando diversos derivados da quitosana. Nesse sentido, 

a quitosana não é uma entidade química uniforme, mas um grupo de polímeros 

parcialmente desacetilados. Quando os produtos obtidos apresentam grau de 

desacetilação entre 40 a 98% já podem ser caracterizados como quitosana 
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(Illum,1998). É conhecida por outros nomes, como poliglusam, quitina desacetilada e 

poli-d-glucosamina (Baldrick, 2010; Illum, 1998). 

 

Figura 2 – Representação das estruturas primárias de quitina e quitosana 

 

 

Fonte: Battisti, Campana-Filho (2008). 

 

A quitosana pode ser encontrada na parede celular de alguns fungos como 

Mucorales, porém é comumente obtida pela desacetilação parcial da quitina por 

hidrólise básica com solução de NaOH (Guibal et al., 1994; Wu et al., 2010). Apesar 

de quimicamente semelhantes, os diferentes graus de desacetilação, modificam as 

propriedades físico-químicas e biológicas entre a quitina e a quitosana. Essa 

diferença é facilmente observada na solubilidade desses produtos. Os grupos amina 

da quitosana são protonados (NH3
+) em pH menor que seu pKa, que depende do 

grau de acetilação e da força iônica do meio (Hejazi, Amiji, 2003), 

consequentemente o polímero consegue ser solúvel em soluções aquosas de ácidos 

diluídos, como ácido acético e ácido fórmico. Essa solubilidade é dependente do 

percentual de desacetilação, se for baixo (40%) são solúveis até pH 9, já as de alto 

grau de desacetilação (85%) são solúveis apenas até pH 6,5 (Illum, 1998). 

Diversas características da quitosana tem estimulado cada vez mais a 

pesquisa com esse biopolímero. Dentre elas, destaca-se a sua bioatividade, 

biodegradabilidade, biocompatibilidade, potencialidade antimicrobiana e baixo 

potencial alergênico (Costa Silva et al., 2006). Há décadas vem sendo extensamente 

investigada no campo biomédico, revelando sua atividade antimicrobiana contra 

fungos, bactérias e vírus (Lozano-Navarro et al., 2017; Friedman et al., 2013; 
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Upadhyaya et al., 2013) sendo inclusive conhecida por exibir uma potente atividade 

antimicrobiana contra patógenos orais, como Porphyronomas gingivalis (Mooduto et 

al., 2019). Dentre as vantagens do uso da quitosana como agente antimicrobiano 

destaca-se o largo espectro de ação, forte atividade bactericida e bacteriostática e 

baixa citotoxicidade (Dutta et al., 2012; Costa et al., 2014). 

Liu et al. (2004) sugeriram que a atividade antimicrobiana da quitosana pode 

estar relacionada com sua atuação nas membranas celulares dos micro-organismos. 

Com os resultados obtidos a partir de estudos em bactérias, esses autores 

concluíram que as soluções de quitosana aumentam a permeabilidade da 

membrana citoplasmática e da membrana externa da parede celular das bactérias. 

Esse dano provavelmente ocorre pelas interações eletroestáticas entre os 

grupamentos NH3
+ da quitosana e os fosfolipídios das membranas celulares de 

micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos (Liu et al., 2004). 

Desse modo os efeitos da quitosana e seus derivados também tem sido 

testados na TFD como possíveis potencializadores de determinados FS, no 

tratamento de câncer (Reza et al., 2011; Lee et al., 2011; Lee et al., 2013; Kim et al., 

2013) e no controle de bactérias, como Enterococcus faecalis, utilizando 

fotossensibilizadores como rosa bengala, azul de metileno e azul de toluidina 

(Camacho-Alonso et al., 2016; Shrestha et al., 2012). Além disso, Chien et al. (2013) 

demonstraram que a combinação de TFD e quitosana potencializa a ação 

antimicrobiana sobre células planctônicas e biofilme de Candida albicans. 

Até o momento a capacidade da quitosana em potencializar a ação da 

terapia fotodinâmica sobre Streptococcus mutans foi analisada somente por Chen et 

al. (2012). Utilizando eritrosina como fotossensibilizador, células planctônicas e 

biofilmes de S. mutans foram submetidos à TFD, obtendo elevada ação 

antimicrobiana com a associação da quitosana à terapia, em comparação aos 

grupos tratados apenas com TFD (Chen et al., 2012). Esses dados confirmam que a 

quitosana pode potencializar a ação da TFD mediada por eritrosina e instiga o 

desenvolvimento de novos estudos com a utilização de outros fotossensibilizadores.  

Além de verificar a ação da TFD sobre as células microbianas individuais, é 

necessário entender sua ação sobre os micro-organismos organizados em biofilmes. 

O biofilme é uma estrutura tridimensional formada por comunidades microbianas 

embebidas em uma matriz extracelular e aderidas à uma superfície sólida. A 

estrutura dos biofilmes fornece proteção aos micro-organismos contra agentes 
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antimicrobianos, alterações de pH e limitações de nutrientes por exemplo, tornando-

os extremamente mais tolerantes e resistentes em relação à células planctônicas 

(Costa et al., 2013).  

Os biofilmes dentários são formados por diferentes espécies bacterianas, 

que formam uma estrutura altamente complexa e organizada sobre os tecidos 

dentários. Mais de 700 espécies bacterianas já foram identificadas a partir de 

amostras do biofilme dentário e aproximadamente 40 espécies foram 

correlacionadas com cárie dentária (Salli, Ouwehand 2015). Além de S. mutans, 

outros micro-organismos acidogênicos e acidúricos  que compõem  o biofilme podem 

apresentar papel importante na cárie dentária, como Streptococcus sobrinus, 

Lactobacillus spp., Veillonella spp., Actinomyces spp. e Candida spp., sendo 

metabolicamente ativos em exposições frequentes de açúcar, produzindo ácidos que 

podem levar à desmineralização dos tecidos dentários (Pires et al., 2019). 

Portanto, estudos in vitro de agentes antimicrobianos, como a terapia 

fotodinâmica, contra o biofilme dentário não devem ser limitados à testes em 

biofilmes formados por uma única espécie microbiana. Uma alternativa à esses 

modelos de estudo são os modelos de microcosmos, que representam com maior 

fidelidade a diversidade microbiológica da cavidade bucal (Filoche et al., 2007). 

Biofilmes microcosmos consistem em um conjunto de micro-organismos da 

microbiota oral natural, formados a partir de amostras provenientes da cavidade 

bucal, como a saliva, que podem ser coletadas de um único ou múltiplos doadores 

(Chevalier et al., 2018). Assim, os biofilmes microcosmos são capazes de reproduzir, 

em laboratório, a biodiversidade, relações ecológicas, estrutura heterogênea e 

condições de pH dos biofilmes dentários da cavidade bucal humana (Méndez et al., 

2018). Segundo Pires et al. 2019, 60% das espécies do inoculo original, proveniente 

das amostras dos doadores, são preservadas nos biofilmes microcosmos.  

Além disso, os biofilmes microcosmos permitem explorar as variações da 

microbiota oral entre os indivíduos. Por meio de coletas de múltiplos doadores em 

diferentes períodos, é possível considerar nos estudos de antimicrobianos os fatores 

intrínsecos e extrínsecos que influenciam a microbiota, como, consumo de tabaco, 

dieta e higiene (Junior, Izabel 2019; Kim et al., 2018). Em certa variedade de 

estudos, o inoculo escolhido para os experimentos de biofilmes microcosmos tem 

sido a saliva, derivada de um único ou de diferentes doadores (Azevedo et al., 2011; 

Van de Sande et al., 2011; Rudney et al., 2012). De acordo com Filoche et al. 
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(2007), esse modelo demonstra o dinamismo da comunidade microbiológica, sua 

composição cariogênica e alterações de pH. Por meio do “Human Oral Microbial 

Identification Microarray” (HOMIM), foi verificado que o modelo estabelecido de 

microcosmos orais originados a partir de inóculo salivar é reprodutível e representa 

adequadamente a microbiota oral (Rudney et al., 2012).  

Em síntese, a TFD apresenta eficácia em reduzir micro-organismos 

patogênicos na cavidade oral, com grande potencial terapêutico para doenças 

infecciosas, como a cárie dentária (Panhóca, 2011; Lara et al., 2019). Assim, a 

proposta desse estudo foi avaliar a associação da quitosana à terapia fotodinâmica 

contra Streptococcus mutans e biofilmes microcosmos orais. 

  



21 
 

 

2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar a quitosana como um possível 

potencializador da Terapia Fotodinâmica (TFD), mediada pelo fotossensibilizador 

Photodithazine®, no controle de Streptococcus mutans e biofilmes microcosmos 

orais. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Testar a sensibilidade das células planctônicas de S. mutans à TFD 

mediada por Photodithazine®, quando associados à quitosana;  

b) Verificar os efeitos da quitosana na capacidade das células de S. mutans 

em absorver o fotossensibilizador Photodithazine®; 

c) Avaliar os efeitos da associação da quitosana com Photodithazine® na 

terapia fotodinâmica contra biofilmes de S. mutans formados sobre a 

superfície do esmalte dentário, analisando o número de células viáveis e a 

estrutura morfológica por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV); 

d) Estudar os efeitos da terapia fotodinâmica com Photodithazine® associada 

à quitosana sobre biofilmes microcosmos formados a partir de saliva, 

analisando a contagem do número de células viáveis.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Ativação da cepa padrão de S. mutans  

 

 

Foi utilizada cepa padrão de Streptococcus mutans UA 159, mantida em 

freezer a -80ºC no Laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciência 

e Tecnologia de São José dos Campos/UNESP. Para a ativação desse micro-

organismo, a cepa foi cultivada em ágar Infusão Cérebro Coração (BHI, Himedia, 

Mumbai, Índia) e mantida em estufa por 48 h a 37ºC em 5% de CO2. 

 

 

3.2 Fotossensibilizador e Fonte de Luz 

 

 

O fotossensibilizador Photodithazine® foi fornecido pela Profa. Dra. Juliana 

Ferreira Strixino, docente e pesquisadora da Universidade do Vale do Paraíba – 

UNIVAP. É apresentado comercialmente na concentração de 5 mg/mL e foi 

esterilizado por meio de filtro com poros de diâmetro de 0,22 μm. O 

fotossensibilizador foi armazenado no escuro em geladeira. A fonte de luz (L) 

utilizada nos experimentos de TFD sobre S. mutans foi o Laser (Photon Lase III, 

DMC, São Carlos/ SP, Brasil) no comprimento de onda de 660 nm (vermelho visível) 

na densidade de energia de 15 J/cm2 e irradiância de 50 mW/cm2 por 300 s (Figura 

4). A concentração do PDZ (0,3 mg/mL e 0,6 mg/mL) e a energia do laser utilizada, 

foram selecionados de acordo com estudos prévios de Terra Garcia et al. (2018). A 

fonte de luz para os experimentos com biofilmes microcosmos foi o LED (Biopdi, 

Irrad-Led, São Paulo, Brasil) no comprimento de onda de 660 nm (vermelho visível) 

na densidade de energia de 15 J/cm2 e irradiância de 42,8 mW/cm2 por 357 

segundos. Os parâmetros foram selecionados de acordo com estudo piloto 

desenvolvido previamente.  
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3.3 Preparo da solução de quitosana 

 

 

A quitosana utilizada nesse trabalho foi obtida a partir da desacetilação da 

quitina extraída de cascas de camarão e foi fornecida pela Profa. Dra. Vânia Maria 

Maciel do Parque de Desenvolvimento Tecnológico (PADETECH) da Universidade 

Federal do Ceará (UFC). 

A solução de quitosana foi preparada de acordo com estudos de Costa et al. 

(2006), onde 1 g de quitosana em flocos (grau de desacetilação 86,5%) foi dissolvido 

em 200 mL de solução de ácido acético a 1% e deixado sob agitação em agitador 

magnético por 2 horas. O pH da solução foi ajustado à 6,5 (Illum, 1998; Hyppólito, 

2014), utilizando-se NaOH 1 Molar em constante agitação. Posteriormente a solução 

de quitosana foi esterilizada em autoclave a 110°C por 10 minutos. 

 

 

3.4 Ação da terapia fotodinâmica sobre S. mutans em culturas planctônicas 

 

 

3.4.1 Preparo da suspensão padronizada de S. mutans  

 

 

A cepa foi incubada em caldo BHI em estufa a 37ºC por 48 h em 5% de CO2. 

Após este período, as células microbianas foram centrifugadas a 1300 xg durante 10 

min, o sobrenadante de cada grupo foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 

10 mL de PBS. Esse procedimento foi repetido novamente. A contagem do número 

de células da suspensão foi realizada por meio de espectrofotômetro (B582, 

Micronal, São Paulo, Brasil) no comprimento de onda de 398 nm e densidade óptica 

de 0,620, obtendo-se uma concentração de 106 células/mL de S. mutans. 
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3.4.2 Teste de sensibilidade à terapia fotodinâmica antimicrobiana 

 

 

A fotossensibilização sobre as culturas planctônicas de S. mutans foi 

realizada em placas de 96 poços. Uma alíquota de 100 µL da suspensão bacteriana, 

previamente padronizada em 106 células/mL foi adicionada em cada poço da placa. 

Os ensaios foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n=3): 

 

a) Grupo controle sem tratamento (F-L-); 

b) Aplicação apenas do Laser (F-L+); 

c) PDZ e irradiação (PDZ+L+); 

d) Aplicação somente de PDZ (PDZ+L-); 

e) Quitosana e irradiação (QT+L+); 

f) Somente Quitosana (QT+L-); 

g) PDZ com adição de quiosana e irradiação (PDZ+QT+L+);  

h) PDZ com adição de quitosana (PDZ+QT+L-). 

 

De acordo com as condições experimentais descritas acima, foram 

adicionados 100 µL de PDZ, 100 µL de quitosana ou 100 µL de PBS para os grupos 

sem fotossensibilizador, resultando na concentração final de 0,3 mg/mL de 

fotossensibilizador nos poços. As placas foram protegidas para evitar a irradiação de 

luz do ambiente e foram levadas para agitador orbital (Solab Piracicaba, Brasil) 

durante 15 min (tempo de pré-irradiação). Todo o experimento foi realizado no 

escuro, com a fibra óptica posicionada na parte superior da placa, com o auxílio de 

um anteparo negro fosco para evitar espalhamento da luz (Figura 3). 
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Figura 3 - Aplicação de laser sobre culturas planctônicas de S. mutans em placa de 

96 poços 

 

  

Legenda: A - Aparelho de Laser nas configurações utilizadas para TFD em culturas planctônicas de 
S. mutans; B - Aplicação do Laser com anteparo fosco somente com espaço para irradiação da 
suspensão de S. mutans no poço. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.4.3 Determinação do número de UFC/mL 

 

 

Após irradiação, foram preparadas diluições seriadas (102; 104; 106) e 10 µL 

de cada diluição foram semeados em placas de ágar BHI utilizando a técnica da 

gota (Figura 4). Após período de incubação de 48 h a 37ºC em 5% de CO2 foi 

determinado o número de Unidades Formadoras de Colônias por mililitro (UFC/mL). 

  

A 
A 
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Figura 4 - Representação da placa de ágar BHI semeada pela técnica da gota 

 

 

Legenda: Diluições semeadas em placa de ágar BHI por meio da técnica da gota, após incubação por 
48 h a 37ºC em 5% de CO2. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5 Ação da terapia fotodinâmica sobre biofilme de S. mutans formados em 

esmalte bovino  

 

 

3.5.1 Confecção dos corpos-de-prova de dente bovino 

 

 

Os corpos-de-prova (Figura 5d) foram confeccionados de acordo com a 

metodologia de Terra Garcia et al. (2018) sendo preparados a partir da parte central 

de dentes incisivos bovinos e medindo 4 mm de diâmetro e 2 mm de espessura. 

Inicialmente foi seccionada a raiz da coroa dos dentes (Figura 5a) com o auxílio de 

uma peça reta odontológica com disco diamantado. As coroas foram então fixadas 

em um suporte da máquina para corte de amostras circulares (Figura 5b) com a face 

vestibular voltada para cima. Os cortes foram realizados com uma broca trefina de 4 

mm internos (Figura 5c). 

Cada corpo-de-prova foi inserido no interior de uma matriz metálica, com 

dimensões de 4 mm de diâmetro e 2 mm de profundidade (Figura 6a), para 

polimento e padronização (Figura 6b), sendo verificado por paquímetro digital 

(Starrett Indústria e Comércio Ltda., São Paulo, SP, Brasil). A superfície da dentina 
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ficou voltada para o exterior da matriz sendo então desgastada com lixa de 

granulação 120 (Fepa-P, Extec, Enfield, CT, USA) em politriz circular (DP-10, 

Panambra Industrial e Ténica AS, São Paulo, SP, Brasil), sob refrigeração a água e 

baixa velocidade. 

A seguir, os corpos-de-prova foram armazenados em 0,1% (v/v) de solução 

de timol a 4ºC. Todos esses procedimentos foram realizados no Laboratório 

Integrado de Pesquisa em Odontologia Restauradora (LIPq) do Departamento de 

Odontologia Restauradora do Instituto de Ciência e Tecnologia no Campus de São 

José dos Campos-Unesp. 

 

 

Figura 5 - Imagem ilustrativa do corte dos corpos-de-prova de dentes bovinos 

 

    

Figura: A - Parte central do dente bovino utilizado para confecção do corpo-de-prova. B - Maquina de 
amostras circulares. C - Dente em posição para o corte da coroa. D - Corpo-de-prova seccionado 
obtido a partir de dentes bovinos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

  

A B C 

D 
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Figura 6 - Polimento dos corpos-de-prova de dente bovino 

  

Legenda: A - Matriz metálica com dimensão de 4 mm de diâmetro. B - Polimento do corpo-de-prova 

utilizando politriz circular. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5.2 Formação do biofilme de S. mutans sobre os corpos-de-prova de dentes 

bovinos  

 

 

Com os corpos-de-prova devidamente posicionados no fundo de placas de 

24 poços (Figura 7a), foi acrescentado em cada poço 2 mL de caldo BHI enriquecido 

com 5% de sacarose e adicionado 225 μL da suspensão padronizada à 108 

células/mL de S. mutans (Figura 7b). A seguir as placas foram incubadas em 5% de 

CO2 a 37ºC por 24 h. 

Após período de incubação, os poços foram lavados três vezes com 2 mL de 

PBS, para a remoção das células fracamente aderidas, e posteriormente foi 

adicionado 2 mL de caldo BHI enriquecido com 5% de sacarose. As placas foram  

incubadas novamente em 5% de CO2 a 37ºC por mais 24 h. 

  

A B  B 



29 
 

 

Figura 7 - Corpos-de-prova posicionados no fundo de placas de 24 poços 

 

  

Legenda: A - Corpos-de-prova posicionados no fundo de placas de 24 poços. B - Adição de Caldo 
BHI com 5% de sacarose e suspensão de S. mutans padronizado em 10

8 
células/ml sobre os corpos-

de-prova para formação de biofilme.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5.3 Teste de sensibilidade à terapia Fotodinâmica antimicrobiana sobre 

biofilme de S. mutans 

 

 

Após a formação dos biofilmes os corpos-de-prova (Figura 8a) foram 

posicionados nas interseções dos poços da placa de 24 poços (Figura 8b) para que 

fosse possível o uso de um volume mínimo de fotossensibilizador. Assim, foi 

adicionado 200 µL de PDZ ou PBS, e 100 µL de quitosana, conforme o grupo 

experimental. O PDZ foi utilizado na concentração de 0,6 mg/mL. As placas foram 

então envolvidas em papel alumínio para evitar a irradiação de luz ambiente, e 

posicionadas no agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil) durante 15 min para o 

tempo de pré-irradiação.  

Em seguida, as placas com os grupos F-L+; PDZ+L+; QT+L+; PDZ+QT+L+, 

foram irradiados com laser na densidade de energia de 15 J/cm² por 5 min. Já as 

placas com os grupos F-L-; PDZ+L-; QT+L-; PDZ+QT+L-, foram mantidos em papel 

alumínio para posterior análise. 

  

A B 
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Figura 8 - Posição dos corpos-de-prova nos poços das placas de 24 poços após 

formação de biofilme para aplicação do fotossensibilizador e quitosana 

 

  

Legenda: A - Formação de biofilmes de S. mutans sobre corpos-de-prova em fundo de placa de 24 
poços. B - Corpos-de-prova posicionados nas intersecções dos poços da placa de 24 poços para 
aplicação do fotossensibilizador e quitosana. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.5.4 Análise dos efeitos da TFD sobre os biofilmes de S. mutans por meio da 

determinação do número de células viáveis (UFC/mL) 

 

 

Após irradiação, cada corpo-de-prova foi transferido para tubos Falcon 

contendo 4 mL de PBS e os biofilmes aderidos aos corpos-de-prova foram 

removidos utilizando homogeneizador ultra-sônico (Sonopuls HD2200, Bandelin 

Eletronic) com potência de 7 W por 30 s para romper os agregados microbianos. 

 A partir da solução obtida, foram realizadas diluições seriadas da 

suspensão do biofilme, das quais alíquotas de 10 µL foram semeadas, utilizando a 

técnica da gota, em placas de Petri contendo ágar BHI e incubadas durante 48h a 

37ºC em 5% de CO2. Após incubação, foi determinado o número de Unidades 

Formadoras de Colônias por mililitro (UFC/mL). 

  

A B 



31 
 

 

3.5.5 Análise dos efeitos da TFD sobre os biofilmes de S. mutans por meio da 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

Os corpos-de-provacom o biofilme formado e tratado foram transferidas para 

as placas de 24 poços contendo 1 mL de glutaraldeido a 2,5% para fixação por 1 

hora. A seguir os corpos-de-provaforam desidratados com 1 mL de soluções 

crescentes de etanol (10, 25, 50, 75 e 90%) por 20 minutos, seguidos de imersão em 

etanol a 100% por 1 h. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 24 h para 

secagem completa dos corpos-de-prova. 

Após a secagem, os corpos-de-prova foram transferidos para stubs de alumínio e 

cobertos com ouro por 160 s a 40 mA (Denton Vacuum Desk II, Moorestown, NJ, 

EUA). Assim, os corpos-de-prova, contendo os biofilmes formados e tratados com 

TFD, foram examinados e fotografados por microscópio eletrônico de varredura 

(JEOL, JSM-5600, Inc., Peabody, MA, EUA) no Instituto de Ciência e Tecnologia da 

UNESP. 

 

 

3.6 Análise da absorção do fotossensibilizador pelas células de S. mutans 

 

 

Essa análise foi realizada seguindo a metodologia proposta por George e 

Kishen (2007) com algumas modificações. A cepa de S. mutans foi cultivada em 

caldo BHI e mantida em estufa por 48 h a 37°C em 5% de CO2. As células foram 

recolhidas por centrifugação de 1300 xg durante 10 min e foram lavadas com água 

destilada. A densidade óptica da cultura foi ajustada em 108 células/mL.  

Após a padronização, 1 mL de suspensão foi colocado em tubo Falcon 

contendo 1 mL de fotossensibilizador ou água destilada ou quitosana, de acordo 

com o grupo experimental (Água destilada; Quitosana; PDZ 0,6 mg/mL). Os tubos 

foram incubados em estufa a 37ºC durante 30 min em incubadora orbital a 120 rpm. 

 Após esse período, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes 

com água destilada e lisadas por tratamento com 1 mL de Sodium Dodecyl Sulfate 

(SDS) a 2% durante 16 h. A intensidade de absorbância da solução do 

sobrenadante após a centrifugação (1300 xg) durante 10 min foi registrada em 
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espectrofotômetro no comprimento de onda de 398 nm (B582, Micronal, São Paulo, 

Brasil). 

 

 

3.7 Estudo dos efeitos da terapia fotodinâmica com quitosana sobre biofilmes 

microcosmos orais 

 

 

3.7.1 Comitê de ética 

 

 

Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos do Instituto de Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual 

Paulista/Unesp do Campus de São José dos Campos sob o parecer nº 3.842.567. 

 

 

3.7.2 Seleção dos voluntários e coleta de material 

 

 

 Para a formação dos biofilmes microcosmos, foram selecionados 6 pacientes 

em atendimento na Clínica de Odontologia Restauradora do ICT/Unesp. O critério de 

inclusão foi: pacientes com idade entre 20 a 40 anos. O critério de exclusão foi: o 

uso de antibióticos nos últimos 90 dias precedentes  

A saliva, estimulada por filme de parafina (Parafilm “M"®, American National 

CanTM, Chicago, IL, EUA), foi coletada e armazenada em frascos estéreis 

totalizando aproximadamente 20 mL por amostra. As amostras foram transportadas 

em gelo para o laboratório de Microbiologia e Imunologia do ICT/Unesp onde foram 

transferidas para caldo BHI com 20% de glicerol e armazenados em freezer -80ºC. 
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3.7.3 Formação dos biofilmes microcosmos  

  

 

Para formação do biofilme microcosmo foi seguida a metodologia de Méndez 

et al. (2018) com algumas modificações. As amostras do material de saliva em caldo 

BHI foram descongeladas e homogeneizadas. Então, 200 µL foi adicionado em 10 

mL de caldo BHI fresco enriquecido com 5% de sacarose e levados para estufa a 

37ºC em 5% de CO2 por 48 h.  

Os corpos-de-prova de esmalte bovino foram autoclavados e posicionados no 

fundo de placas de 24 poços. Com os corpos-de-prova devidamente posicionados, 

foi acrescentado 2 mL de caldo BHI com 5% de sacarose. A seguir, foram 

adicionados 225 µL da suspensão microbiana e as placas foram incubadas a 37ºC 

por 120 h em 5% de CO2. A cada 24 h os poços foram lavados três vezes com 2 mL 

de PBS para remoção das células fracamente aderidas e posteriormente foram 

adicionados mais 2 mL de caldo BHI com 5% de sacarose. As placas então foram 

incubadas em estufa a 37ºC em 5% de CO2 novamente. 

 

 

3.7.4 Fotossensibilização in vitro 

 

 

 Após a formação do biofilme, os corpos-de-prova foram posicionados na 

intersecção dos poços da placa de 24 poços. Assim, foram adicionados 200 µL de 

Photodithazine (PDZ); 100 µL de quitosana ou PBS conforme o grupo experimental. 

O PDZ foi utilizado na concentração de 0,6 mg/mL. As placas foram protegidas da 

luz, para evitar a irradiação de luz do ambiente, e colocadas no agitador orbital 

(Solab, Piracicaba, Brasil) durante 15 min (tempo de pré-irradiação). Em seguida os 

grupos F-L+; QT+L+; PDZ+L+ e PDZ+QT+L+ foram irradiados com LED na 

densidade de energia de 15 J/cm² por 357 segundos. Já os grupos F-L-; QT+L-; 

PDZ+L- e PDZ+QT+L- continuaram protegidos da luz pelo mesmo tempo em que os 

biofilmes foram submetidos à irradiação. 
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3.7.5 Contagem de UFC/mL 

 

 

 Os corpos-de-prova logo após a fotossensibilização in vitro foram transferidos 

para tubos Falcon contendo 4 mL de PBS. Os biofilmes aderidos foram 

desprendidos utilizando homogeneizador ultra-sônico (Sonoplus HD2200, Bandelin 

Eletronic) com potência de 7 W por 30 s, rompendo os agregados microbianos. A 

partir da solução obtida, foram realizadas diluições seriadas da suspensão do 

biofilme. 

 Alíquotas de 100 µL de cada diluição foram semeadas em placas contendo 

meios de cultura específicos: BHI para contagem total de micro-organismos totais e 

10 µL de cada diluição foram semeados em placas contendo ágar Mitis Salivarius 

Bacitracina Sacarose para contagem de estreptococos do grupo mutans. 

Posteriormente, as placas foram incubadas a 37ºC por 48 h à 5% de CO2 para 

determinação do número de Unidades Formadoras de Colônias (UFC). 

 

 

3.8 Análise dos resultados obtidos 

 

 

Os resultados de UFC/mL foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

e teste de Tukey, utilizando o programa GraphPad Prism 6.0, com nível de 

significância de 5%. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Ação da terapia fotodinâmica em culturas planctônicas de S. mutans por 

meio da contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) 

 

 

Nos ensaios de TFD sobre S. mutans em culturas planctônicas (Figura 9), o 

PDZ teve efeito inibitório após a irradiação, com uma diminuição de 2 log de 

UFC/mL para o grupo PDZ+L+, em relação ao grupo controle (F-L-). Quando a 

quitosana foi incorporada ao tratamento, o grupo PDZ+QT+L+ apresentou uma 

redução de 2,5 log de UFC/mL, quando comparado ao grupo sem adição de 

quitosana (PDZ+L+) e 4,5 log de UFC/mL em relação ao grupo controle (F-L-). 

Quando as células foram tratadas apenas com o fotossensibilizador, em 

ausência de luz, verificou-se que não houve redução do número de S. mutans em 

relação ao grupo controle (F-L-). Entretanto, com a associação da quitosana 

(PDZ+QT+L-) ocorreu uma redução celular de 2,5 log de UFC/mL, tanto em relação 

aos grupos com ausência de quitosana (PDZ+L-) como em relação ao grupo 

controle (F-L-).  

Os grupos tratados apenas com quitosana, tanto na presença como na 

ausência de luz (QT+L-; QT+L+), não apresentaram redução celular significativa 

quando comparados entre si. Porém em relação ao grupo controle (F-L-) obteve-se 

uma pequena redução de 0,5 log de UFC/mL. 
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Figura 9 - Dados de UFC/mL de S. mutans obtidos no teste em culturas planctônicas 

com terapia fotodinâmica associada à quitosana 

 

 

Figura 9: Grupo controle (F-L-); Grupo somente luz (F-L+); Grupo Quitosana sem luz (QT+L-); Grupo 
Quitosana com luz (QT+L+); Grupo PDZ (PDZ+L-); Grupo TFD com PDZ (PDZ+L+); Grupo PDZ mais 
quitosana (PDZ+QT+L-); Grupo TFD com PDZ mais quitosana (PDZ+QT+L+). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

  

 

4.2 Ação da Terapia Fotodinâmica em biofilmes de S. mutans por meio da 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) 

 

 

Os resultados da ação da TFD em biofilmes de S. mutans sobre corpos-de-

prova de dente bovino (Figura 10) demonstraram que S. mutans foram capazes de 

formar grandes quantidades de biofilme na superfície do esmalte dos dentes 

bovinos, com formação de aproximadamente 10 log de UFC/mL no grupo controle, 

sem tratamento (F-L-). O tratamento somente com laser (F-L+) não reduziu o 

número de células viáveis de S. mutans, indicando não apresentar ação 

antimicrobiana. 
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 Quando os biofilmes foram tratados apenas com o fotossensibilizador na 

ausência de luz (PDZ+L-) verificou-se também que não houve redução do número 

de S. mutans em relação ao grupo controle (F-L-), até mesmo no grupo com adição 

da solução de quitosana (PDZ+QT+L-). 

Em relação aos grupos tratados com terapia fotodinâmica, o 

fotossensibilizador utilizado levou a uma redução significativa no número de S. 

mutans, com diferença estatística significante entre os grupos PDZ+L- e PDZ+L+, 

onde o valor de p foi sempre inferior a 0.0001. Quando comparado ao grupo controle 

(F-L-) o grupo PDZ+L+ possuiu uma redução de aproximadamente 2 log de UFC/mL 

do biofilme de S. mutans. 

Quando a quitosana foi adicionada ao tratamento, a redução celular foi ainda 

mais evidenciada. O grupo PDZ+QT+L+ apresentou cerca de 2,5 log de UFC/mL de 

redução em relação ao grupo sem adição de quitosana (PDZ+L+) e cerca de 4,5 log 

de UFC/mL em relação grupo controle (F-L-) 

Os grupos tratados apenas com quitosana, tanto na presença como na 

ausência de luz (QT+L-; QT+L+), não apresentaram redução celular significativa 

quando comparados entre si ou em relação ao grupo controle (F-L-). 
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Figura 10 - Dados de UFC/mL de S. mutans obtidos no teste em biofilmes com 

Photodithazine e quitosana 

 

 

Legenda: Grupo controle (F-L-); Grupo somente luz (F-L+); Grupo quitosana sem luz (QT+L-); Grupo 
quitosana com luz (QT+L+); Grupo PDZ (PDZ+L-); Grupo TFD com PDZ (PDZ+L+); Grupo PDZ mais 
quitosana (PDZ+QT+L-); Grupo TFD com PDZ mais quitosana (PDZ+QT+L+). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3 Analise da ação da terapia fotodinâmica em biofilme de S. mutans por meio 

de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

Na Microscopia Eletrônica de Varredura (Figura 11) os grupos F-L-; F-L+; 

QT+L-; QT+L+; PDZ+L- e PDZ+QT+L-, apresentaram biofilmes formados por uma 

densa massa constituída de matriz extracelular. Em contra partida, o grupo tratado 

com terapia fotodinâmica utilizando o PDZ sem associação de quitosana (PDZ+L+) 

demonstrou redução na massa de biofilme com menor quantidade de aglomerados 

de células. Essa redução do biofilme provocada pela ação da TFD se tornou ainda 

mais evidente no grupo com adição de quitosana ao tratamento (PDZ+QT+L+), 
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sendo possível visualizar células planctônicas e a superfície do corpo-de-prova 

evidenciando o esmalte dentário.  

Assim, observa-se que as imagens obtidas em MEV coincidem com os 

resultados obtidos na contagem de unidades formadoras de colônias confirmando 

que a quitosana pode potencializar a ação da TFD mediada por PDZ, sendo capaz 

de desestruturar os biofilmes e reduzir o número de células de Streptococcus 

mutans.  
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Figura 11 - MEV da superfície do esmalte de dentes bovinos com biofilme de S. 

mutans 

 

  

Legenda: As imagens possuem aumento de 4.0 kx. A - grupo controle (F-L-); B – grupo somente 
irradiação (F-L+); C – grupo quitosana (QT+L-);  D – grupo quitosana com irradiação (QT+L+); E – 
grupo somente PDZ (PDZ+L-); F - grupo TFD (PDZ+L+); G – grupo PDZ com adição de quitosana 
(PDZ+QT+L-); H - grupo TFD com quitosana (PDZ+QT+L+). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.4 Análise da absorção do fotossensibilizador pelas células de S. mutans 

 

  

Os resultados dos testes de absorção do fotossensibilizador e quitosana 

(Figura 12) demonstraram que as células de S. mutans, foram capazes de absorver 

o fotossensibilizador estudado (PDZ). O grupo tratado com o fotossensibilizador PDZ 

apresentou uma DO superior ao grupo controle sem fotossensibilizador (tratado 

apenas com água) de aproximadamente 1,5, indicando que o PDZ possui 

capacidade em penetrar nas células de S. mutans  

Quando o PDZ foi colocado em contato com a quitosana (PDZ+QT), a DO 

obtida foi igual a 3,0 sugerindo que a solução de quitosana aumentou a absorção do 

FS pelas células de S. mutans (Figura 12). Além disso o grupo tratado com  solução 

de quitosana na ausência de PDZ apresentou uma DO semelhante ao grupo 

controle, demonstrando que não foi capaz de penetrar nas células bacterianas. 

 

 

Figura 12 - Valores de Densidade Óptica dos testes de absorbância dos 

fotossensibilizadores e quitosana pelas células de S. mutans 

 

 

Legenda: Grupo controle (Agua); Grupo somente PDZ (PDZ); Grupo somente Quitosana (QT); Grupo 

PDZ mais quitosana (QT+PDZ). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.5 Ação da terapia fotodinâmica em biofilmes microcosmos orais por meio da 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) 

 

 

Os ensaios de TFD em biofilmes microcosmos orais sobre corpos-de-prova 

de dentes bovinos (Figura 13 e 14) demonstraram que o microbioma formado a 

partir de inóculo salivar foi capaz de formar grandes quantidades de biofilme. A 

análise total de micro-organismos crescidos sobre ágar BHI possuiu formação de 

aproximadamente 5 log de UFC/mL no grupo controle, sem tratamento (F-L-) e a 

contagem de estreptococos do grupo mutans em ágar MSBS apresentou 

crescimento de aproximadamente 7,5 log de UFC/mL no mesmo grupo. A irradiação 

com LED (F-L+) não foi capaz de reduzir o número de células viáveis, demonstrando 

que a fonte de luz utilizada não possui ação inibitória.  

Quando os biofilmes foram tratados apenas com o fotossensibilizador 

(PDZ+L-) verificou-se também que não houve redução no número de micro-

organismos totais (Figura 13) e de estreptococos do grupo mutans (Figura 14) em 

relação ao grupo controle (F-L-). Entretanto, com adição da solução de quitosana à 

terapia fotodinâmica, observamos que o grupo PDZ+QT+L- foi capaz de reduzir a 

contagem de micro-organismos totais presentes no biofilme em aproximadamente 

0,5 log de UFC/mL em relação ao grupo controle (Figura 13). Ainda, sobre os 

estreptococos do grupo mutans somente a ação do PDZ associado a quitosana 

(PDZ+QT+L-) reduziu aproximadamente 0,3 log de UFC/mL em relação ao grupo 

controle (Figura 14). 

Em relação aos grupos tratados com terapia fotodinâmica, houve redução 

significativa de estreptococos do grupo mutans isolados a partir do biofilme 

microcosmos, com diferença estatística significante entre os grupos PDZ+L- e 

PDZ+L+ (Figura 14). Comparado ao grupo controle (F-L-), o grupo PDZ+L+ reduziu 

aproximadamente 1,5 log de UFC/mL na contagem de células viáveis. Quando a 

quitosana foi adicionada ao tratamento, a redução foi ainda mais evidenciada. O 

grupo PDZ+QT+L+ apresentou cerca de 1,5 log de UFC/mL de redução em relação 

ao grupo sem adição de quitosana (PDZ+L+) e cerca de 2,7 log de UFC/mL em 

relação grupo controle (F-L-) (Figura 14).  

De maneira semelhante, foi verificada a ação da terapia fotodinâmica 

associada à quitosana sobre o crescimento total de micro-organismos que formam o 
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biofilme microcosmo. De forma que, o grupo PDZ+QT+L+ reduziu aproximadamente 

1 log de UFC/mL na contagem de células viáveis em relação ao grupo PDZ+L+ e 

aproximadamente 1,5 log de UFC/mL quando comparado ao grupo controle (Figura 

12). 

Os grupos tratados apenas com quitosana, tanto na presença como na 

ausência de luz (QT+L-; QT+L+), não apresentaram redução celular significativa 

quando comparados entre si ou em relação ao grupo controle na contagem de 

estreptococos do grupo mutans (Figura 14). Entretanto, a contagem de micro-

organismos totais apresentou redução de aproximadamente 0,3 log de UFC/mL nos 

mesmos grupos em relação ao grupo controle (Figura 13), demonstrando que a 

quitosana teve ação inibitória.  

 

 

Figura 13 - Dados de UFC/mL de micro-organismos totais obtidos no teste de 

biofilme micrococosmos orais com Photodithazine e quitosana 

 

 
Legenda: Grupo controle (F-L-); Grupo somente luz (F-L+); Grupo quitosana sem luz (QT+L-); Grupo 
quitosana com luz (QT+L+); Grupo PDZ (PDZ+L-); Grupo TFD com PDZ (PDZ+L+); Grupo PDZ mais 
quitosana (PDZ+QT+L-); Grupo TFD com PDZ mais quitosana (PDZ+QT+L+). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 14 - Dados de UFC/mL de estreptococos do grupo mutans obtidos no teste 

de biofilme micrococosmos orais com Photodithazine e quitosana 

 

 

Legenda: Grupo controle (F-L-); Grupo somente luz (F-L+); Grupo quitosana sem luz (QT+L-); Grupo  
quitosana com luz (QT+L+); Grupo PDZ (PDZ+L-); Grupo TFD com PDZ (PDZ+L+); Grupo PDZ mais 
quitosana (PDZ+QT+L-); Grupo TFD com PDZ mais quitosana (PDZ+QT+L+). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Com o crescente aumento da resistência bacteriana aos antibióticos 

existentes, pesquisas vêm sendo desenvolvidas em busca de terapias alternativas 

para combater as infecções causadas por tais patógenos. Uma das terapias que tem 

mostrado eficácia como tratamento adjuvante para as doenças infecciosas é a 

Terapia Fotodinâmica (TFD). Na odontologia, estudos avaliando o efeito da 

aplicação da TFD vêm crescendo rapidamente, principalmente como método para 

prevenção e tratamento da cárie dentária (Cieplik et al., 2017; Lara et al., 2019). 

Apesar da ampla eficácia apresentada pela TFD a partir de diversos 

fotossensibilizadores, inúmeros estudos apontam a incorporação da quitosana, um 

polímero natural, na tentativa de melhorar os efeitos produzidos por essa técnica 

(Camacho-Alonso et al., 2017;  Chen et al., 2012; Lee et al., 2013; Shrestha, Kishen 

2012) 

A produção da quitosana, a partir de quitina, baseia-se nos descartes 

provenientes da indústria pesqueira. Os resíduos desse polímero natural são a maior 

fonte de poluição das áreas costeiras e a produção de quitosana a partir de conchas 

de crustáceos proveniente dos resíduos industriais, se torna favorável ao meio 

ambiente e economicamente viável (Synowiecki, Al-Khateeb, 2003). Os mecanismos 

responsáveis pelos efeitos antibacterianos apresentados pela quitosana podem ser 

diferentes de acordo com a cepa bacteriana e com as características químicas da 

própria quitosana, como grau de desacetilação e peso molecular (Jin Kim et al., 

2019). Por este motivo, a quitosana foi utilizada como um possível potencializador da 

ação da TFD, mediada pelo fotossensibilizador Photodithazine sobre Streptococcus 

mutans e biofilme microcosmo. 

Nesse estudo, os resultados da ação da TFD com quitosana alcançados 

sobre culturas planctônicas de S. mutans foram satisfatórios. O grupo controle, sem 

tratamento (F-L-) obteve um crescimento de 9,5 log de UFC/mL. Após irradiação o 

grupo PDZ+L+ apresentou uma redução de aproximadamente 2 log de UFC/mL em 

relação ao grupo controle (F-L-). Quando a solução de quitosana foi adicionada ao 

tratamento (PDZ+QT+L+) houve uma redução de 4,5 log de UFC/mL em relação ao 

grupo controle. 
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Na literatura, não foram encontrados estudos que avaliaram a ação da 

quitosana na TFD com PDZ em culturas planctônicas de S. mutans. Porém é 

possível encontrar estudos que avaliaram seus efeitos na TFD mediada pela Clorina 

e6 (Ce6), em sua forma natural sobre outra espécie bacteriana Gram-positiva. Zhang 

et al. (2019) avaliaram os efeitos da Ce6 encapsulada em quitosana na TFD sobre 

Staphylococcus aureus (MRSA) utilizando o laser com potência de 100 mW/cm2 por 

um período de irradiação de 15 min, e observaram redução do crescimento 

bacteriano de aproximadamente 2,5 log de UFC/mL em relação ao grupo tratado 

apenas com a TFD. Apesar de se tratar de micro-organismos distintos, resultados 

semelhantes foram encontrados em nossos estudos onde a associação da 

quitosana a TFD (PDZ+QT+L+) com um período de irradiação de 5 min e potência 

de 50 mW/cm2 reduziu 2,5 log de UFC/mL do crescimento de S. mutans UA 159 em 

relação ao grupo sem a solução (PDZ+L+).  

Chen et al. (2012) utilizaram eritrosina como fotossensibilizador e 

submeteram as células planctônicas da cepa ATCC25175 de S. mutans à TFD em 

associação à quitosana, obtendo uma redução de aproximadamente 3 log de 

UFC/mL em relação ao grupo controle. Porém, as células de S. mutans foram 

incubadas com quitosana/eritrosina por 10 minutos previamente à irradiação, 

quando mantiveram as células em contato com a quitosana/eritrosina por 12 h foi 

alcançado uma redução de 7 log de UFC/mL. Em nossos estudos as células 

bacterianas ficaram em contato com a solução de quitosana e o FS durante 15 min 

(tempo de pré-irradiação) obtendo uma redução de 4,5 log de UFC/mL em relação 

ao grupo controle.  

Considerando que a formação de biofilmes por S. mutans sobre superfícies 

sólidas na cavidade bucal é conhecido como seu principal mecanismo de 

patogenicidade torna-se imprescindível a realização de estudos para controle do 

biofilme de S. mutans em materiais ou tecidos semelhantes aos existentes na 

cavidade bucal. 

Como dentes humanos estão se tornando inacessíveis devido ao progresso 

e conservação dos mesmos com o avanço dos tratamentos e muitas vezes não 

estão disponíveis em número suficiente para propósito de pesquisas, dentes bovinos 

têm sido usados como substitutos para testes in vitro em pesquisas na área 

odontológica (Fonseca et al., 2004; Terra Garcia et al., 2018; Reis et al., 2004). A 

vantagem de utilizá-los como modelo experimental está na facilidade de obtê-los em 
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quantidades suficientes, devido à existência de um grande rebanho bovino no Brasil, 

onde a maior parte é direcionado à indústria alimentícia, ocorrendo alta 

disponibilidade de dentes bovinos que podem ser utilizados para pesquisa (Santana 

et al., 2011). Nogueira et al. (2014) afirmaram que a composição do esmalte dentário 

humano é semelhante à composição do esmalte dentário bovino, demonstrando que 

dentes bovinos são excelentes substitutos para dentes humanos. Por esse motivo, 

nesse estudo foi realizado a formação de biofilmes de S. mutans sobre corpos-de-

prova confeccionados a partir de incisivos mandibulares permanentes de dentes 

bovinos. 

Utilizando dentes bovinos, verificamos a eficácia da TFD sobre biofilmes de 

S. mutans. Quishida et al. (2015) avaliaram a ação da TDF com diferentes 

concentrações de PDZ em biofilmes multiespécie de C. albicans, C. glabrata e S. 

mutans em fundo de placa, observando uma redução de aproximadamente 2 e 3 log 

de UFC/mL quando associados às concentração de 175 e 200 mg/mL de PDZ 

respectivamente. Quando o PDZ foi utilizado na TFD em nossos estudos sem adição 

de quitosana, obteve-se uma redução de 2 log de UFC/mL em relação ao grupo 

controle, semelhante aos resultados encontrados pelos autores, porém a partir de 

uma concentração de PDZ menor (0,6 mg/mL). A diferença nas concentrações 

necessárias para obtenção do efeito antimicrobiano pode estar relacionada ao 

biofilme ser multiespécie e não apenas de S. mutans como em nossos estudos ou à 

diferença de corpo-de-prova que pode influenciar em sua susceptibilidade ao 

tratamento. 

Chen et al. (2012) avaliaram a ação da TFD mediada por eritrosina 

associada a quitosana sobre biofilmes de S. mutans cultivados em superfície de 

discos de aço inoxidável. Os resultados desse trabalho apresentaram maior eficácia  

antimicrobiana nos grupos associados a quitosana, com redução de 2,5 e 4,5 log de 

UFC/mL em relação ao grupo controle com 10 min e 2 h de incubação com 

eritrosina/quitosana previamente a irradiação respectivamente e total erradicação do 

biofilme de S. mutans com 12 h de incubação, utilizando a densidade de energia de 

50 J/cm2 para irradiação. Em nossos estudos foi utilizado a densidade de energia de 

15 J/cm2 e um período de incubação das células bacterianas de 15 min com o PDZ e 

quitosana previamente a irradiação, com obtenção de aproximadamente 4,5 log de 

UFC/mL de redução em relação ao grupo controle e 2,5 log de UFC/mL de redução 

em relação grupo tratado apenas com TFD. Esses dados, assim como os obtidos em 
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culturas planctônicas, podem sugerir que a eficiência da quitosana na TFD é 

dependente do tempo de contato com as células bacterianas, além da interferência 

dos parâmetros de irradiação utilizados. 

Camacho-Alonso et al. (2017) estudaram a ação da TFD mediada por azul 

de metileno associada à quitosana contra biofilmes de Enterococcus faecalis ATCC 

29212 formados sobre canais radiculares de dentes humanos extraídos. No 

resultado apresentado pelos autores não houve diferença entre o grupo TFD (Azul 

de Metileno + Luz) e o grupo TFD + Quitosana. Fabio et al. (2016) também 

avaliaram a capacidade da quitosana em potencializar a TFD com azul de metileno, 

sobre biofilmes de Candida albicans NCPF 3281, in vivo em modelo murino, e os 

resultados apresentados demonstraram que a quitosana não possuiu efeito 

potencializador sobre o azul de metileno. Indicando que os efeitos da quitosana na 

TFD podem ser influenciados pelo fotossensibilizador utilizado, provavelmente 

devido à interferência das características fotoquímicas de ambas as moléculas e 

parâmetros de irradiação utilizados. 

Analisando as imagens de MEV observamos que os grupos F-L-; F-L+; 

PDZ+L- e PDZ+QT+L- apresentaram agregados densos de células de S. mutans 

com muita matriz extracelular recobrindo o corpo-de-prova. No tratamento com TFD 

(PDZ+L+), foi possível visualizar redução desses aglomerados celulares. A redução 

do biofilme formado provocada pela ação da TFD se tornou ainda mais evidente no 

grupo com adição de quitosana (PDZ+QT+L+), no qual foi possível visualizar células 

individuais com áreas livres de mico-organismos, possibilitando evidenciar a 

superfície do corpo-de-prova do esmalte dentário. Resultados semelhantes foram 

observados por Shrestha e Kishen (2014), que encontraram, em MEV, uma redução 

significativa da massa de biofilmes multiespécies tratados com quitosana e TFD 

mediada pelo fotossensibilizador rosa bengala. 

Existe uma grande importância para a realização de estudos com cepas 

padrão (ATCC), pois podem ser reproduzidos e utilizados como parâmetro em 

qualquer lugar do mundo.  Entretanto, uma vez que biofilmes dentários são formados 

por diferentes espécies bacterianas estudo in vitro de agentes antimicrobianos não 

devem ser limitados à testes formados por uma única espécie microbiana. Assim, 

etapa seguinte do trabalho foi utilizado o modelo de biofilme microcosmos, formados 

a partir de saliva humana, que representa com maior fidelidade a diversidade 

microbiológica da cavidade bucal. Ainda, nessa fase utilizou-se a Biotable à base de 
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LED como fonte de luz. A escolha foi determinada por algumas características como, 

emissão de luz à área total da microplaca de uma só vez e fácil portabilidade, 

promovendo a otimização dos processos fotodinâmicos desenvolvidos. Em estudos 

de Zanin et al. (2005) após comparar os efeitos de um laser HeNe com uma luz LED 

na Terapia Fotodinâmica mediada por Azul de Toluidina demonstraram que ambas 

possuíram o mesmo efeito antimicrobiano no viabilidade no biofilme de S. mutans. 

Nossos resultados demonstram que a TFD (LED) mediada por PDZ diminuiu 

significativamente a contagem bacteriana de biofilmes de microcosmos orais em 

ambos os grupos de micro-organismos. Com maior redução após a associação da 

quitosana à terapia. Além disso, não foram observadas alterações no grupo controle 

apenas irradiado (F-L+) demonstrando não haver a ação da luz sobre os grupos de 

micro-organismos. 

A literatura não possui estudos que avaliem os efeitos antimicrobianos da 

TFD sobre biofilme microcosmos com parâmetros iguais aos utilizados em nosso 

trabalho. Porém, Teixeira et al. (2012) realizaram Terapia Fotodinâmica (LED) 

mediada por Azul de Toluidina em biofilmes microcosmos advindos de saliva 

humana, nesse caso in situ, no qual a terapia não apresentou efeito antimicrobiano 

sobre os estreptococos do grupo mutans. De Oliveira et al. (2018) também 

estudaram os efeitos da TFD (LED) mediada por Azul de Toluidina, sobre biofilmes 

microcosmos orais advindos de molares permanentes parcialmente erupcionados, in 

vitro, e diferenças estatísticas significativas foram observadas apenas na contagem 

de micro-organismos totais, não mostrando também efeito sobre a contagem de 

estreptococos do grupo mutans. Enquanto isso, Vasconcelos et al. (2019) avaliaram 

os efeitos da TFD (Laser) mediada por Azul Metileno associada a nanopartículas de 

b-ciclodextrina sobre biofilme microcosmos salivares, in vitro, obtendo redução de 

2,1 log de UFC/mL de estreptococos do grupo mutans em relação ao grupo controle. 

Embora, existam diferenças entre as metodologias, como tipo de fotossensibilizador, 

fonte de luz e modelo de ensaio, os resultados obtidos em nosso trabalho 

apresentaram maior significância estatística em relação aos trabalhos citados, no 

qual os estreptococos do grupo mutans foram mais susceptíveis aos efeitos da 

terapia, havendo redução de 2,7 log de UFC/mL após a associação da quitosana à 

TFD, enquanto isso, a redução máxima obtida na análise total de micro-organismos 

foi 1,5 log de UFC/mL em relação ao grupo controle. 
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Uma terapia fotodinâmica ideal deve induzir o efeito antimicrobiano somente 

após irradiação por uma fonte de luz adequada. Para demonstrar isso, avaliamos a 

toxicidade do fotossensibilizador no escuro. Nos estudos planctônicos com a cepa 

de S. mutans UA 159 o grupo incubado com o fotossensibilizador (PDZ+L-) não 

apresentou nenhuma toxicidade quando mantido no escuro, porém quando a 

quitosana foi adicionada (PDZ+QT+L-) houve uma redução de aproximadamente 2,5 

log de UFC/mL em relação ao grupo controle (F-L-) e ao grupo tratado apenas com 

o FS. Resultados semelhantes foram descritos por Chen et al. (2012), no qual os 

grupos incubados com o FS (eritrosina) e quitosana na ausência de luz 

apresentaram redução no número de células de S. mutans. Sugerindo que a 

quitosana pode aumentar a interação entre o FS e a célula bacteriana mesmo na 

ausência de irradiação levando à toxicidade.  

 Em nossos estudos sobre biofilmes formados por S. mutans UA 159 

nenhuma toxicidade no escuro foi identificada tanto no grupo incubado apenas com 

fotossensibilizador (PDZ+L-) como no grupo com adição de quitosana (PDZ+QT+L-). 

Em relação aos biofilmes microcosmos, os grupos de micro-organismos analisados 

foram susceptíveis ao efeito da associação quitosana ao fotossensibilizador mesmo 

na ausência de luz (PDZ+QT+L-). Os biofilmes são formas microbianas naturalmente 

mais resistentes, porém as interações interespécies que ocorrem em biofilmes 

mistos, como no modelo microcosmo, podem se apresentar de forma positiva como 

também de maneira negativa. Entre as interações negativas estão, competição por 

sitio de adesão, produção de bacteriocinas e redução de pH por um dos membros 

do biofilme, como espécies de Lactobacillus frenquentemente isolados da cavidade 

oral (Kohler et al., 2012; Orsi et al., 2014; Ribeiro et al., 2019; Rossoni et al., 2018; 

Sabia et al., 2014). Esses fatores podem dificultar o desenvolvimento das espécies 

que compõe o biofilme, o que pode explicar a maior susceptibilidade dos biofilmes 

microcosmos à ação da quitosana associada ao FS em relação ao biofilme mono 

espécie.  

Estudos têm sugerido que o papel da quitosana na TFD provavelmente seria 

permitindo fácil penetração do FS nas células bacterianas por perturbação da 

membrana plasmática por meio de interações eletroestáticas entre os grupamentos 

amino da molécula de quitosana carregados positivamente (NH3
+) e os grupamentos 

fosfato aniônicos presentes na membrana plasmática de bactérias (Chen et al., 

2013; Choi et al., 2014).  
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Em nossa avaliação da capacidade das células de S. mutans (UA 159) em 

absorver o fotossensibilizador, demonstramos que a associação da quitosana ao 

PDZ aumenta a penetração do mesmo nas células bacterianas, apresentando uma 

DO de 3,0 o dobro quando comparado com a capacidade das células em absorver o 

PDZ sem associação da quitosana, que apresentou uma DO de aproximadamente 

1,5. Em relação à quitosana isoladamente, as células de S. mutans não 

apresentaram capacidade em absorver a solução, possuindo o mesmo padrão de 

DO observado no grupo controle.  Esses dados podem explicar a maior eficácia 

antimicrobiana obtida pela associação da quitosana na TFD mediada pelo PDZ em 

relação à TFD sem adição da solução nos estudos da contagem de UFC/mL. 

Os resultados encontrados em nosso trabalho demonstram que a quitosana 

apresentou efeito potencializador sobre a Terapia Fotodinâmica mediada por PDZ 

sobre Streptococcus mutans UA 159 e biofilme microcosmos orais. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

a) Conclui-se com esse estudo que o Photodithazine é um 

fotossensibilizador eficaz na Terapia Fotodinâmica com Laser contra 

células planctônicas e biofilmes de S. mutans UA 159; 

b) A quitosana apresentou capacidade em potencializar a Terapia 

Fotodinâmica com Laser mediada por Photodithazine sobre culturas 

planctônicas e biofilmes de S. mutans UA 159; 

c) A quitosana aumentou a permeabilidade da célula de S. mutans UA 

159 ao Photodithazine; 

d) A Terapia Fotodinâmica com LED mediada por Photodithazine e 

associada à quitosana foi capaz de reduzir a contagem de micro-

organismos totais e estreptococos do grupo mutans em biofilmes 

microcosmos orais. 
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