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RESUMO

A cavidade bucal dispde de um ambiente que hospeda centenas de microrganismos
além de servirem de fontes de nutricido para essas espécies. E importante manter a
saude bucal e geral do individuo, pois, uma vez em desequilibrio, 0s microrganismos
irdo interagir de forma dinamica e estruturada, instalando-se em superficies formando
biofilmes. O seu desenvolvimento promove um ambiente favoravel ao crescimento de
bactérias cariogénicas que, uma vez descontroladas, resultardo na desmineralizacao
do substrato dentario promovendo a formacao de caries dentarias. Considerada uma
das doencas mais comum em todo mundo, a carie dentaria tem origem multifatorial,
nao transmissivel e sua causa pode estar relacionada a fatores biolégicos,
comportamentais, ambientais e/ou psicossociais. Esta relacionada a habitos de
higiene bucal insatisfatérios, a ingestao frequente de carboidratos fermentaveis,
levando a formacdao de biofilmes bacterianos que estabelecem um ambiente favoravel
a sua proliferacdo, contribuindo com a decomposicdo organica dos substratos
dentarios. A terapia fotodinAmica antimicrobiana (TFDA) € considerada uma
alternativa quanto a reducdo de microrganismos presentes na cavidade oral. A
associacdo dos fotossensibilizadores (FSs) aos nanomateriais como forma de
portadores funcionais, s&o promissores, visto que, exibem um grande potencial para
ampliar a eficacia da terapia. Portanto, essa revisdo tem o intuito de analisar o
comportamento da utilizacdo dos FSs incorporados em nanoparticulas (NPs) para sua
aplicacédo na TFDA em biofilmes cariogénicos. Esta revisdo foi realizada seguindo os
critérios PRISMA e a estratégia PICO foi adotada para desenvolver a questao de
pesquisa, definindo assim os critérios de elegibilidade. A estratégia de busca foi
baseada no fluxograma PRISMA para exibir os resultados da selecdo dos estudos.
Apés a busca e identificacdo dos estudos por bases eletrbnicas foi realizada a
remocéao dos estudos duplicados. Com os estudos selecionados, apés a triagem por
titulos e resumos, os estudos que ndo atenderam aos critérios de elegibilidade foram
excluidos, para que pudéssemos avaliar os estudos elegiveis. Apds a busca em trés
bases de dados eletronicas, 1202 estudos foram avaliados, desse valor 17 estudos
foram considerados elegiveis para sintese qualitativa. O desenho de estudo mais
predominante foram ensaios in vitro. Diferentes FSs e NPs foram utilizados assim
como diferentes protocolos de aplicagcdo da TFDA, no entanto, o FS mais avaliado foi
0 azul de metileno (MB) e NPs poliméricas. O microrganismo mais prevalente foi o
Streptococcus mutans. A incorporacdo de FSs em NPs na TFDA sé&o considerados
uma alternativa eficaz, segura e promissora principalmente no que se refere a
erradicacao de biofilmes de S. mutans.

Palavras — chave: Fotoquimioterapia. Farmacos fotossensibilizantes.
Nanoparticulas. Biofilmes. Carie dentéria.
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ABSTRACT

The oral cavity has an environment that hosts hundreds of microorganisms in addition
to serving as a source of nutrition for these species. It is important to maintain the
individual's oral and general health, as, once out of balance, microorganisms will
interact in a dynamic and structured way, attaching themselves to surfaces forming
biofilms. Their development promotes an environment favorable to the growth of
cariogenic bacteria, which, if left uncontrolled, will result in the demineralization of the
dental substrate and promoting the formation of dental cavities. Considered one of the
most common diseases worldwide, tooth decay has a multifactorial, non-
communicable origin, and its cause may be related to biological, behavioral,
environmental, and/or psychosocial factors. It is associated with unsatisfactory oral
hygiene habits and frequent intake of fermentable carbohydrates, leading to the
formation of bacterial biofilms that establish an environment favorable to their
proliferation, contributing to the organic decomposition of dental substrates.
Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) is considered an alternative for reducing
and eliminating of microorganisms present in the oral cavity. The association of
photosensitizers with nanomaterials as a form of carriers shows promise,
demonstrating great potential to expand the effectiveness of therapy. This project aims
to carry out a systematic review of photosensitizers incorporated into nanopatrticles for
their application in aPDT in carious lesions. Therefore, this review aims to analyze the
behavior of using FSs incorporated into nanoparticles (NPs) for their application in
TFDA over cariogenic biofilms. This review was prepared following the PRISMA
criteria, and the PICO strategy was adopted to develop the research question, thereby
defining the eligibility criteria. The search strategy was based on the PRISMA flowchart
to display the results of the study selection. After searching and identifying the studies
in electronic databases, duplicate studies were removed. With the selected studies,
after screening by titles and abstracts, studies that did not meet the eligibility criteria
were excluded allowing us to evaluate the eligible studies. After searching three
electronic databases, 1202 studies were evaluated, of which 17 studies were
considered eligible for qualitative synthesis. The most prevalent study design was in
vitro assays. Different FSs and NPs were used as well as different TFDA application
protocols, however, the most evaluated FS was methylene blue (MB) and polymeric
NPs. The most prevalent microorganism was Streptococcus mutans. The incorporation
of FSs into NPs in TFDA is considered an effective, safe, and promising alternative,
especially with regard to the eradication of S. mutans biofilms.

Keywords: Photochemotherapy. Photosensitizing Agents. Nanoparticles. Biofilms.
Dental caries.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Estagios do mecanismo de formacao do biofilme................ccccvvviviiiiennnnn. 20
Figura 2 - Representagdo das areas da [es80 de CArie..........ccceveeeiiiiiiieiii v, 25
Figura 3 - Mecanismo de acédo das reacfes da TFDA...........ccooiiriiiiiieeeiiicee e, 29
Figura 4 — EStrutura basiCa de FSS.......ccooiiiiiiiiiieeeei e 31
Figura 5 — llustracéo das formas de fulerenos..........c.ccccvviviiiiiiiiiii e 36
Figura 6 - Representagdo dos CNTs de parede simples e multiplas......................... 37
Figura 7 - Nanoparticulas pOlIMEriCaS. .......cccuviiiiieeiiiiiiieeeeeece s 38
Figura 8 - Diferentes morfologias mais comuns de AUNPS............cccccoveiiiiiiiiiiiiinnnnn, 39
Figura 9 - Fluxograma da reVviS80 SIStEMALICA...........cuvverieiiiiiiiiiie e 44
Figura 10 — Resultado do fluxograma da revisédo sistemética apos triagem............. a7

Quadro 1 — Exemplo estratégia de buscas nas plataformas eletronicas de dados... 41

Quadro 2 — Critérios de INCIUSA0 de €StUAOS.........cccvvviiiiieiiiiiiiee e 42
Quadro 3 — Critérios de nao iNCclusao de eStudosS........cccceeeeeiieeieiiiiiiiieeeie e, 42
Quadro 4 - Exemplo de extracao de dados.............uvvvveiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 44
Quadro 5 — Estratégia de busca na base: PubMed................cccoiiiiiiiiiiiieeeeeeee 45
Quadro 6 — Estratégia de busca na base: Embase...........ccccceeveiiiiiiiiiiiiiiiicccee, 45
Quadro 7 — Estratégia de busca na base: SCOPUS...........coovvviiiiiiiiiiiiiiieee e, 46
Quadro 8 — Razéao para exclus8o dOS eStUAOS...........uuuriiriiiiieee e e 48
Quadro 9 - Estudos excluidos apoés leitura completa..........cccoovviiieiiiniiiiiiiiee e 49

Quadro 10 - EXtrag@o de dadOsS........ccooveiiieeieieiieeeeeeieiit e 51



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

102 - Oxigénio singlete

3D - Estrutura tridimensional
AgNPs - Nanoparticula de prata
AM - Azul de Metileno

AT - Azul de toluidina

AuNPs- Nanoparticula de ouro
CaF: - Fluoreto de calcio

Car - Carnosina

CBM - Concentracdo Bactericida minima

Ce6 - Clorina

CHX - Clorexidina

CIALPc - Ftalocianina de Cloroaluminio

CIM - Concentracéo Inibitoria Minima

CNPs - Nanoparticulas de carbono

CNs - Nanoparticulas de curcumina

CNTs - Nanotubos de carbono

CSNPs - Nanoparticulas de quitosana

CuNPs - Nanoparticula de cobre

CUR - Curcumina

DWNTSs - Nanotubos de carbono de parede dupla
Emo - Emodina

EPR - Efeitos permeabilidade e retengao

EPS - Exopolissacarideos

EPS - Substancias poliméricas extracelulares - Extracellular Polymeric Substances
EROs - Espécies reativas de oxigénio

FDA - Food and Drug Administration

FS - Fotossensibilizador

GO - Oxido de grafeno

GQDs - Pontos quanticos de grafeno

H20:2 - Peroxido de hidrogénio

Hap - Hidroxiapatita

HpD - Hematoporfirina

IADR - Cariology Research Group

ICCC - International Caries Consensus Collaboration
ICG - Indocianina verde

IV - Infravermelho

LDLs - Lipoproteinas de baixa densidade

LEDs - Light emitting diodes, diodos emissores de luz
LPS - Lipopolissacarideos

mADbs - Anticorpos monoclonais

MBC - Minimum Bactericidal Concentration



MEC - Matriz extracelular

MeSH - Medical Subject Heading

MET - Microscopia eletrdnica de transmissao

MEYV - Microscopia eletrénica de varredura

MIC - Minimum Inhibitory Concentration

MMPs - Metaloproteinases de matriz

MWNTSs - Nanotubos de carbono de paredes multiplas
NE - Nanoemulséo catidnica

NPPs - Nanoparticulas poliméricas

NPs - Nanoparticulas

Oz - Superoxido

OH- - Radicais hidroxila

ORCA - The European Organization for Caries Research
PNP - Nanoparticulas de polimero

PRISMA - Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis statement)
PROSPERO - International Prospective Register of Ongoing Systematic Reviews
QS - Quorum sensing

RB - Rosa de bengala

rGO - Oxido de grafeno reduzido

SeNPs - Nanoparticulas de selénio

SeNPs - Nanoparticulas de selénio

SPIONs - Nanoparticulas de 6xido de ferro

SPR - Superficie plasménica de ressonancia

SRE - Sistema reticuloendotelial

SWNTs - Nanotubos de carbono de parede Unica

TFD — Terapia fotodinamica

TFDA - Terapia fotodinamica antimicrobiana

UCNPs - Nanoparticula de converséao ascendente de energia
UFC/mL - Unidades formadoras de col6nias

UV - Espectro ultravioleta

Vis - Espectro visivel

WHO - World Health Organization

ZnPc - Ftalocianina de zinco



SUMARIO

(NS0 ] 510070 J TR RRTTSN 14
=01 =10 15T (071 J O 17
3 REVISAO DA LITERATURA . .....ooiotecteeeee ettt ettt ae et en e ere s 18
3.1 Biofilmes CariOQgE@NIiCOS. . uuuuiiiiii i e e e e e 18
3.1.1 Formacgao do biofilme.. ... 19
3.1.2 Estratégias para controle do biofilme cariogénico...........ccccovvvvrvviviiciiieeneennn. 20
3.2 Formacao e Progressao da DOenGa CAri€.......cccccuuiuuiiieeeeiiiiiiieeee e e 23
3.2.1Controle e estratégias conservadoras de descontaminacao das cavidades 24
3.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA)........cooi e 27
3.3.1 Mecanismo de aG80 da TEDA.......coo e 27
R T e o 1 (=TT o [ [ U U 29
3.4 FOtoSSensibiliZador (FS)......ooo e 30
3.4.1 ClasSIfICAGAOD UOS FSS... .ttt 30
3.5 Nanoparticulas (NPS) Na TEDA ... ...uuiiiieee et e e 33
3.5.1 Classificacdo das NanopartiCulas..........ccueeeeeiiiiiiiiie e 35
4 MATERIAL E METODO..... .ot iiecieceeeee ettt ettt n st ane s eteeaeate e anaen s 41
4.1 FONTES A€ INTOMMAGAD .. ..ciiiiiiiieiiieiie ettt a e e e e e eas 41
4.2 EStratégia @ BUSCA....ccoi i 41
4.3 Critérios de Elegibilidade.........cccooiiiiiiiiiii e 42
4.4 Selecao dos Estudos e Processo de Coleta de DadosS...........coceeeeevviviieviininnnnns 43
5 RESULTADO. ...ttt ettt ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e s bbbt et teeneenaaaaeeeens 45
5.1 SeleGA0 dOS ESTUAODS.....ccoiiiiiiiieiieeiie ettt e e e e e e e e 46
IV =) QA = (2= To o [0 1S B F- To o 1 R 50
B DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt ettt es et ee b s enens 57
7 CONCLUSAO.......ootitiiiiieis ettt bttt 60

REFERENCIAS . ... oo ettt e et et eee e et 61



14

1 INTRODUCAO

A cavidade bucal é um meio favoravel para hospedar e nutrir centenas de
espécies de microrganismos, que, de acordo com os habitos do hospedeiro, interagem
e se estruturam de modo dinamico e organizado, formando biofilmes!“. Dessa forma,
o equilibrio desse ambiente é fundamental para conservar a saude bucal e o bem-
estar geral do individuo?.

A formacado do biofilme bacteriano € um processo considerado complexo e
ocorre por meio da adesédo de células bacterianas as superficies dentarias e posterior
expansao e maturacao pelo aumento de matriz extracelular em fungcéo da producéo
de substancias poliméricas extracelulares (EPS, do inglés, Extracellular Polymeric
Substances) e alta comunicagdo celular, seguida da fase de dispersdo dos
microrganismos e propagacao. Resulta desta forma, em um microambiente propicio
ao crescimento das bactérias cariogénicas®®. Esse mecanismo ocorre em virtude da
fermentacdo de carboidratos dietéticos’ podendo desencadear o processo de
disbiose, que ocorre devido a desarmonia do meio resultando na desmineralizagéo e
desintegracdo organica das estruturas dentarias®®. Logo, é de extrema importancia o
controle do biofilme bacteriano a fim de manter a satde bucal, dado que, posterior a
sua fase de desenvolvimento irA desencadear a doenca carie. Os Streptococcus
mutans sdo bactérias gram-positivas, € considerado um dos principais patdgenos com
alto potencial cariogénico responséaveis na formacao dos biofilmes dentarios em razao
do envolvimento com outras espécies de Streptococcus®. Outros microrganismos
presentes nas lesdes de carie dentaria sdo os Lactobacillus, Actinomyces e Candida
Albicans®.

A carie dentaria, é considerada mundialmente a doenga mais comum,
principalmente em dentes permanentes, afetando cerca de 2 bilhbes de pessoas no
mundo!®. E de origem multifatorial, ndo transmissivel e sua causa pode estar
relacionada por condigcbes biolégicas, comportamentais, ambientais e/ou
psicossociais'''?2, Reconhecida pelo mecanismo de desmineralizacdo e
remineralizacdo, a formagédo da doenca cérie ocorre pela ingestdo em excesso de
carboidratos fermentaveis adicionado aos maus habitos de higiene bucal, uma vez
instalada e ndo controlada a doenca tende a atingir outros estagios dando inicio a
formacdo de lesdes cariosas cavitadas, podendo comprometer o tecido pulpar até a

perda do elemento dentariols.
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O tratamento e controle da doenca vai depender do tipo e estagio da lesdo. O
grupo International Caries Consensus Collaboration (ICCC), aponta para a
importancia de tratar o paciente como um todo, por meio do acompanhamento
nutricional e bucal além das ofertas de acfes de prevencdo como aplicagdo tépica de
fldor e intervencdo quando necessario. Em sintese, consiste na eliminagdo dos
agentes cariogénicos a fim de controlar e impedir a progressao da doenca, por meio
de métodos de remocdo mecanica com escovas e fios dentais'®® e métodos
quimicos, como a clorexidina (CHX), um agente de natureza antimicrobiana, de amplo
espectro de acdo e com diferentes concentragdes!’. Quando disponivel em altas
concentracfes rompem a membrana celular bacteriana, facilitando a permeabilidade,
resultando na ruptura celular. Por outro lado, em concentragdes mais baixas, tem o
potencial de acdo bacteriostatico, pois conseguem apenas alterar a integridade da
membrana celular*®, Contudo, em razédo da complexidade da estrutura do biofilme, o
uso de agentes antimicrobianos convencionais e antibidticos sdo considerados
ineficazes na eliminagdo de bactérias cariogénicas dentro do biofilme, devido a
dificuldade de absorcdo desses agentes!® e dos efeitos colaterais que podem
desencadear?®?1,

Embora a remocdo da lesdo ira modificar o ambiente de microrganismos
causadores da doenca, reduzindo sua quantidade e diversidade, sO sera eficaz se
houver uma selecdo e aplicacdo da técnica correta do material forrador e
restaurador??. Assim, o procedimento de remocdo da lesdo, bem como um bom
selamento marginal do material restaurador € primordial, uma vez que ira impedir que
as bactérias cariogénicas tenham contato com sua fonte de nutricdo?3. Uma outra
alternativa considerada adjuvante, mas também eficaz contra a reducédo dos
microrganismos cariogénicos e do risco de carie secundaria é a aplicacédo da terapia
fotodindmica antimicrobiana (TFDA). Esse método realizard uma descontaminacéo da
cavidade sem danificar as estruturas sadias?*.

Para realizacdo da TFDA é fundamental a combinacdo de trés elementos,
sendo eles, um fotossensibilizador (FS), uma fonte de luz e a presenca de 02?526, Sua
acdo ocorre primeiramente pela unido do FS as células-alvo, seguido pela ativacao
de uma fonte de luz de comprimento de onda apropriado, logo, através da emissao de
luz ou calor produzido, o FS sofre uma perda de energia podendo ser modificado ao
seu estado original, a um estado tripleto excitatorio ou gerando espécies reativas de

oxigénio (EROs) através de 04 reacdes denominadas reacéo tipo I, II, Il e [\V2427-29,
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Na reacao do tipo I, ocorre a interacdo dos radicais livres com o oxigénio
resultando na morte celular. E nessa reacéo que a producdo desses radicais livres se
da pela transmisséo de elétrons do FS no estado tripleto para um substrato no interior
das células?*. Quanto a reacdo do tipo Il, a mesma se da pela transmisséo de energia
do estado tripleto do FS para molécula de oxigénio, assim, o FS volta a sua condi¢ao
original e o oxigénio em seu estado excitado é transformado em oxigénio
singlete?43031 Descobertas recentemente, a reacdo do tipo Il inicia-se pela
fotoinativacdo sem a presenca de oxigénio?®, e a reacéo do tipo IV, ocorre pela reacdo
de fotoisomerizacdo, permitindo uma mudanca estrutural do estado singleto, ou seja,
favorecendo a ligacéo do FS a célula através de uma mudanca intramolecular?®. Posto
isso, 0 uso da TFDA néo exibe nenhum risco ao paciente, uma vez que, a terapia ird
alcancar apenas na regiao em que houver a atuacao dos trés elementos mencionados
acima, sendo uma abordagem segura e nédo invasiva?’32,

Os FSs sdo substancias fotossensiveis, de origem natural ou sintéticos?*.
Didaticamente, esses agentes podem ser classificados por estruturas basicas como:
a porfirina, clorina, cianina e outros corantes (como: o azul de metileno, azul de
toluidina, curcumina, hipericina, entre outros) ou em geracdes conforme seus
potenciais funcionais nomeadas em primeira, segunda e terceira geragdo?*3334, Para
gue seja considerado ideal, 0o mesmo deve ser sollvel em agua e lipidios, preservar a
estabilidade de temperatura, apresentar baixa citotoxicidade no escuro e efeito de
ativacdo somente no comprimento de onda especifico®.

O progresso da nanotecnologia contribuiu consideravelmente na TFDA36. A
associacdo dos nanomateriais com o FS ira contribuir para que a terapia seja mais
eficiente, pois acredita-se que elas possuem uma caracteristica fisico-quimica Unica
em razéo do tamanho das particulas®”8, possibilitando um melhor eixo da area de
aplicacdo, maior biodisponibilidade e anfifilicidade a substancia®>3%4%, Exemplos de
NPs utilizadas na TFDA sdo: NPs metdlicas: ouro, prata e cobre*!, NPs
poliméricas®®4?, nanotubos de carbono, grafeno, entre outros*3>#* e nanomateriais que
também atuam como FS, sao eles: fulerenos, diéxido de titanio e alguns tipos de
pontos quanticos*>4¢. No entanto, os nanomateriais requerem alguns critérios clinicos
visando assegurar sua eficiéncia quando aplicados na TFDA como: estabilidade,
capacidade de estimular a regeneracao (bioatividade), de atingir somente as células
hospedeiras (seletividade), ndo promover reacOes adversas ao tecido sadio

(biocompatibilidade)*”4,
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7 CONCLUSAO

Esta revisdo sistemética buscou avaliar se a incorporagédo de FSs em NPs na
terapia fotodindmica antimicrobiana foram eficientes na reducdo de biofilmes
cariogénicos. Por meio dos resultados obtidos, no que se refere as pesquisas
laboratoriais a incorporacdo destes exibiram resultados promissores, podendo ser
considerado um método seguro, promissor e eficiente na reducdo de biofilmes
cariogénicos principalmente em biofilmes compostos por Streptococcus mutans.

A compreensdo e o0 aprimoramento das estratégias terapéuticas para o
tratamento de biofilmes cariogénicos sdo cruciais para a melhoria da saude bucal
global. Este estudo ndo apenas contribui para o avan¢co do conhecimento sobre a
TFDA e o papel da incorporacao dos FSs nas NPs, mas também fornece percepcdes
valiosas para aplicacdo clinica, oferecendo uma solucéo eficaz para superar as
limitacbes dos métodos convencionais de tratamento e promete uma abordagem mais
segura para o manejo clinico de biofilmes cariogénicos e caries dentarias.

No entanto, até este periodo ndo se pode confirmar a aplicacdo clinica da
utilizacao dos FSs incorporados em NPs mediados pela TFDA. Para validar e otimizar
essa abordagem para aplicacdo clinica, sdo necessarias pesquisas adicionais
indicando melhores parametros para o desenvolvimento de protocolos de tratamento

em biofilmes cariogénicos.
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