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Tavares LJ. Eficácia da terapia fotodinâmica antimicrobiana associada ao metronidazol 

em biofilmes de Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis [Tese de 

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia da terapia fotodinâmica antimicrobiana 

associada (aPDT) ao metronidazol (MTZ) em biofilmes periodontopatogênicos. Para tal 

finalidade, foram realizadas as seguintes etapas: (1) determinação do tempo de adesão 

(24 e 48 horas) e formação de biofilme mono e duo-espécie (3, 5 e 7 dias) de 

Fusobacterium nucleatum (NCTC 11326) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277); 

(2) aplicação da aPDT mediada por PDZ associada ao MTZ em biofilmes mono-espécie

de F. nucleatum e P. gingivalis. Foram avaliadas diferentes concentrações do PDZ (50, 

75 e 100 mg/L) e dose de luz de 50 J/cm2 (660nm). Após a aplicação da aPDT, os 

biofilmes foram incubados com diferentes concentrações do MTZ (MIC, 50x MIC e 

100x MIC) por 24 horas. Os grupos controles positivos (L-F-) não receberam 

fotossensibilizador e não foram iluminados. A viabilidade dos microrganismos após os 

tratamentos foi avaliada por meio da contagem de UFC/ml. Os resultados demonstraram 

que o período de adesão de 24 horas, seguido de 5 dias de formação de biofilme foi 

satisfatório para a obtenção de biofilmes maduros mono-espécie. Para F. nucleatum, os 

resultados demonstraram que aPDT 75 mg/mL associado com MTZ 100x MIC e aPDT 

100 mg/L associado com MTZ nas concentrações de 50x MIC e 100x MIC reduziu 

significativamente o número de UFC/mL, 2,99; 2,9 e 3,94 Log10 respectivamente. Para 

P. gingivalis, a redução mais significativa de UFC/mL foi obtida quando a associação

de aPDT 100 mg/L e MTZ 100x MIC foi realizada, resultando em 5 Log10 de redução. 

Adicionalmente, houve redução significativa nos grupos que foram expostos apenas à 

luz ou à maior concentração de antibiótico, 1,71 e 3,07 Log10, em comparação com o 
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grupo sem tratamento. O efeito do tratamento da aPDT associada à MTZ foi potenciado 

quando comparado aos tratamentos isolados.

Palavras chave: Fotoquimioterapia. Metronidazol. Fusobacterium nucleatum.

Porphyromonas gingivalis. 
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Tavares LJ. Efficacy of antimicrobial photodynamic therapy associated with 

metronidazole on biofilms of Fusobacterium nucleatum and Porphyromonas gingivalis

[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017. 

Abstract

The aim of this study was to evaluate the efficacy of metronidazole (MTZ) associated 

antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) on periodontopathogenic biofilms. For this 

purpose, the following steps were performed: (1) determination of adhesion period (24 

and 48 hours) and single and duo species biofilm formation (3, 5 and 7 days) of 

Fusobacterium nucleatum (NCTC 11326) and Porphyromonas gingivalis (ATCC 

33277); (2) Photodithazine ® (PDZ)- mediated aPDT in association with MTZ in 

single-specie biofilms of F. nucleatum and P. gingivalis. Different concentrations of 

PDZ (50, 75 e 100 mg/L) and light dose of 50 J / cm2 (660nm) were evaluated. After 

application of aPDT, the biofilms were incubated with different concentrations of MTZ 

(MIC, 50x MIC and 100x MIC) for 24 hours. Positive control groups (L-F-) received no 

photosensitizer and were also not illuminated. The viability of the microorganisms after 

the treatments was evaluated by counting CFU/ml. The results demonstrated that the 24 

hours adhesion period followed by 5 days of biofilm formation was satisfactory for 

obtaining a mature biofilm in single-specie. For F. nucleatum, the results demonstrated 

that 75 mg/L aPDT associated with MTZ 100x and 100 mg/mL aPDT associated with 

MTZ at 50x MIC and 100x MIC concentrations significantly reduced the number of 

CFU/mL, 2.99; 2.9 and 3.94 Log10 respectively. For P. gingivalis, the greatest reduction 

of CFU/mL was obtained when the association of aPDT 100 mg/L and MTZ 100x MIC 

was performed, resulting in 5 Log10 reduction. Additionally, there was a significant 

reduction in the groups that were exposed only to the light or the highest concentration 

of antibiotic, 1.71 and 3.07 Log10, compared to the group without treatment. The 
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treatment effect of MTZ-associated aPDT was potentiated when compared to the 

isolated treatments.

Key words:  Photochemotherapy. Metronidazole. Fusobacterium nucleatum. 

Porphyromonas gingivalis.
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1 INTRODUÇÃO

De acordo com o “Instituto Nacional da Saúde” (NIH), infecções causadas por 

microrganismos organizados em biofilmes, são consideradas um problema crônico de 

saúde pública, uma vez que as doenças decorrentes desta comunidade microbiana estão 

associadas a 80% de todas as infecções em seres humanos 

(http://grants.nih.gov/bolsas/guia/pa-files/PA-07-288.html). Biofilmes são estruturas 

biológicas constituídas por microrganismos envoltos por uma matriz extracelular de 

polissacarídeos , que assegura a sobrevivência dos mesmos (Lamfon et al.35, 2005; 

Ramage et al.53, 2006), agindo como uma barreira protetora a agentes físicos e químicos 

externos, o que pode limitar a penetração de agentes antimicrobianos (Evans et al.13, 

1990). Particularmente na cavidade oral, o biofilme é responsável pelo desenvolvimento 

de diversas patologias, incluindo a doenças periodontal e peri-implantar.

Peri-implantite, assim como a periodontite, é caracterizada pela perda de 

inserção e destruição do osso alveolar adjacente. Embora estas patologias sejam 

mediadas e reguladas por processos inflamatórios advindos do próprio hospedeiro, as 

bactérias são responsáveis pelo seu desenvolvimento (Rosen et al.56, 2013). De acordo 

com Socransky, Haffajee62, 2002, as bactérias envolvidas nestas patologias agrupam-se 

em complexos, cujo o complexo conhecido como laranja, representado pelas espécies 

Peptostreptococcus micros, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, 

Fusobacterium periodonticum e Fusobacterium nucleatum têm a capacidade de 

interagir e favorecer a implantação do complexo vermelho, representado pelas espécies 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola  e Tannerella forsythia (Socransky et 

al.61, 1998; Socransky, Haffajee62, 2002).

P. gingivalis e F. nucleatum, são bactérias anaeróbias Gram-negativas

associadas com a periodontite crônica, periodontite agressiva localizada e doença peri-



13 

implantar. P. gingivalis tem sido considerada uma das principais espécies que 

desenvolvem a doença periodontal, devido aos seus numerosos fatores de virulência 

(Hajishengallis, Lamont26, 2012). F. nucleatum é considerado fundamental para a 

maturação dado biofilme dental, devido à grande capacidade de co-agregação com 

outros microrganismos, tais como P. gingivalis (Kolenbrander, Andersen32, 1989; 

Bradshaw et al.7, 1998). Estudos relatam aumento no grau de patogenicidade, 

determinado pelos fatores de virulência expressos durante a interação entre essas 

espécies (Sundqvist et al.65, 1979; Baumgartner et al.4, 1992; Feuille et al.23, 1996; 

Ebersole et al.17, 1997). Estas interações são definidas como um sinergismo patogênico 

que conduzem a uma relação de cooperação que contribui para a sobrevivência e a 

persistência de ambas em diversos nichos orais (Metzger et al.41, 2009).

Indivíduos portadores de doença periodontal apresentam grande quantidade de 

microrganismos patogênicos na cavidade oral. Em caso da perda de dentes 

comprometidos, estas bactérias permanecem sobre os dentes remanescentes e podem 

influenciar a microbiota peri-implantar (Metzger et al.41, 2009). Estudos anteriores 

identificaram alta prevalência de bactérias anaeróbias Gram-negativas ao redor de 

implantes com sinais clínicos de peri-implantite (Mombelli et al.44, 1987; Mombelli, 

Mericske‐ster43, 1990; Shibli et al.60, 2008; Tabanella et al.66, 2009). As bactérias 

encontradas nestas regiões foram similares as espécies envolvidas na periodontite, 

incluindo as bactérias do complexos vermelho (P. gingivalis, Treponema dentícola e 

Tannerella forsythia) e laranja (Fusobacterium sp. and Prevotella intermedia) 

(Socransky et al.61, 1998). Espécies bacterianas como P. gingivalis and P. intermedia

mostraram ter alta afinidade pelo titânio. Esta capacidade de se aderirem diretamente ao 

titânio poderia causar infecções na região peri-implantar (Kuula et al.34, 2004). A 

inflamação em consequência da presença do biofilme bacteriano na região subgingival, 
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é considerada um dos principais responsáveis pela perda dos implantes após o processo 

de osseointegração (Hayek et al.27, 2005; Elter et al.20, 2008).

O tratamento da peri-implantite deve ser focada na descontaminação da 

superfície do implante e na regeneração dos tecidos perdidos (Schou et al.59, 2004; 

Bautista, Huynh-Ba5, 2013). No entanto, o desenho e os tratamentos de superfície do 

titânio podem facilitar a adesão de bactérias e desenvolvimento de biofilme bacteriano 

(Schou et al.59, 2004; Bautista, Huynh-Ba5, 2013). O tratamentos convencional, tal 

como o debridamento mecânico, é insuficiente para a remoção completa do biofilme 

(Karring et al.29, 2005). Então, o uso de antibiótico pode ser indicado para potencializar 

a redução bacteriana desde exista o reconhecimento da etiologia infecciosa da doença. 

O metronidazol foi considerado o antibiótico de escolha, dada a sua capacidade de 

causar dano ao DNA bacteriano, especialmente em anaeróbios como P. gingivalis

(Müller47, 1983). Embora os antibióticos tenham seus benefícios, a utilização de grandes 

quantidades por longos períodos é indesejável na prática clínica devido aos efeitos 

adversos que causam na microbiota e ao aumento do potencial para induzir resistência.

Recentemente, a terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) foi introduzida 

como uma nova abordagem na descontaminação de superfície de implantes (Marotti et 

al.40, 2008; Lima et al.36, 2009). No processo fotodinâmico, a célula-alvo deve ser 

tratada com o fotossensibilizador (FS) de absorção máxima de luz específica, em um 

processo conhecido como fotossensibilização. Em seguida, a interação da luz com 

comprimento de onda adequado, com o FS e na presença de oxigênio, resulta em 

espécies reativas de oxigênio capazes de induzir a morte celular. Esse mecanismo 

envolve a absorção de fótons da fonte de luz pelo FS, o que leva os elétrons a um estado 

excitado. Na presença de oxigênio, o FS excitado pela luz pode reagir com moléculas 

vizinhas, por meio da transferência de elétrons ou hidrogênio (reação do tipo I) ou pela 
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transferência de energia ao oxigênio (reação do tipo II), levando à produção de espécies 

reativas (Bonnett, Martınez6, 2001) e, consequentemente, à  morte celular. Estudos têm 

demonstrado que aPDT é mais eficaz na inativação de bactérias Gram-positivas que 

Gram-negativas, possivelmente pela estrutura química da parede celular das mesmas 

(Malik et al.38, 1992). O efeito bactericida da aPDT associada ao azul de metileno (MB) 

foi avaliado em culturas planctônicas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, F. 

nucleatum, P. gingivalis, Prevotela Intermedia e Streptococcus. sanguis. Os dados 

mostraram que as espécies Gram-negativas foram mais resistentes e S. sanguis foi a 

espécie mais suscetível (Chan, Lai9, 2003), sugerindo uma relação direta da composição 

química da parede celular com o fotossensibilizador utilizado. Estudos anteriores 

relataram que as suspensões de P. gingivalis e F. nucleatum são suscetíveis a aPDT 

(Chan, Lai9, 2003; Habiboallah et al.25, 2014). Por outro lado, não foi observada a 

inativação completa desses microrganismos, quando organizados em biofilmes (Street et 

al.64, 2010).  Estudos anteriores sugeriram que a aplicação prévia de aPDT associada a 

um antibiótico poderia potencializar a redução bacteriana (Di Poto et al.14, 2009; Barra 

et al.3, 2015; Ronqui et al.55, 2016). 

Atualmente, uma nova classe de FS vem sendo empregada em aPDT, os 

fotossensibilizadores de segunda geração. Dentre estes compostos estão as clorinas, 

porfirinas hidrofílicas reduzidas que apresentam forte banda de absorção na região 

vermelha do espectro fotomagnético. O Photodithazine ® (PDZ) é uma clorina e6 que 

mostrou ter efeito significativo em células tumorais (Corrêa11, 2006). Em estudos 

preliminares (Dovigo et al.16, 2013; Quishida et al.52, 2015; Carmello et al.8, 2016) foi 

avaliado a eficácia da PDZ na fotoinativação de cepas de Candida albicans, Candida 

glabrata e Candida tropicalis isoladas de pacientes com estomatite protética. As 

suspensões foram tratadas com 25, 50 e 75mg/L de PDZ e expostas a luz LED a 37,5; 
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25,5 e 18,0J/cm2 e os biofilmes foram tratados com maiores concentrações de PDZ (100 

e 125mg/L). Os resultados demonstraram que a aPDT promoveu redução significativa 

na viabilidade da C. tropicalis e da C. glabrata enquanto cinco cepas de C. albicans

foram completamente inativadas após a aPDT. A maior redução do biofilme foi 

observada com a utilização de 125 mg/L de PDZ. Para C. albicans, houve uma redução 

de 62,1% enquanto para a C. tropicalis e C. glabrata foi observada uma redução de 76 e 

76,9%, respectivamente (Dovigo et al.16, 2013). Quando um biofilme misto formado por 

C albicans, C glabrata, e S mutans foi submetido a aPDT com o PDZ foi observada 

redução significativa na viabilidade das colônias das três espécies avaliadas, e redução 

significativa na atividade metabólica dos biofilmes submetidos a aPDT (Quishida et 

al.52, 2015). No tratamento da candidíase oral em um modelo murino, aPDT mediada 

por PDZ foi tão eficaz quanto a nistatina na inativação de C. albicans e apresentou 

regressão completa das lesões orais após seis aplicações (Carmello et al.8, 2016)

Apesar dos resultados promissores, seria interessante o desenvolvimento de 

estratégias que aumentassem a suscetibilidade dos microrganismos aos métodos 

antibacterianos já conhecidos (Di Poto et al.14, 2009; Ronqui et al.55, 2016). A 

avaliação do pré-tratamento do biofilme maduro de Streptococcus aureus com aPDT 

seguida pela aplicação de vancomicina reduziu significantemente a concentração 

bacteriana, sugerindo que aPDT poderia provocar a desintegração da matriz extracelular 

e, consequentemente, aumentaria a suscetibilidade ao antibiótico (Di Poto et al.14, 

2009). Em biofilmes de S. aureus e Escherichia coli resultados significativos também 

foram observados na combinação entre aPDT e o ciprofloxaxino, com redução de 5.4 

Log10 para S. aureus e aproximadamente 7 Log10 para E. coli (Ronqui et al.55, 2016).

Até o presente momento, os autores não localizaram informações de aPDT 

mediada pela PDZ sobre bactérias periodontopatogênicas, tão pouco sobre a influência 
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no tratamento com antibióticos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo será avaliar 

se a aplicação da aPDT poderia atuar no biofilme bacteriano formado pela P. gingivalis

e F. nucleatum e favorecer a suscetibilidade destas bactérias ao antibiótico MTZ. 
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7 CONCLUSÃO

De acordo com as condições experimentais avaliadas, os resultados obtidos permitiram 

concluir que:

o O período de 24 horas de adesão seguido de 5 dias de formação de biofilme é

satisfatório para a formação de biofilme maduro mono-espécie de F. nucleatum

e P. gingivalis;

o A aPDT (PDZ 100 mg/L) associada ao MTZ100x promoveu uma redução

significativa de UFC/mL para F. nucleatum e P. gingivalis, com redução de 3.94

e 5 Log10, respectivamente;

o A aplicação de aPDT associada ao MTZ foi potencializada quando comparada

aos tratamentos isoladamente.
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