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Sanchez-Puetate JC. Avaliagdo de diferentes fotossensibilizadores na terapia
fotodindmica antimicrobiana no tratamento da doencga periodontal induzida: estudo in
vivo e in vitro [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO

A Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (antimicrobial Photodynamic Therapy —
aPDT), tem sido utilizada como uma terapia coadjuvante na doenga periodontal
(DP). O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos antimicrobianos da aPDT, com
os fotossensibilizadores Hipericina-glucamina (Hy-g) e Ftalocianina-glucamina (Ft-g),
no tratamento e progressao da doenga periodontal induzida experimentalmente em
ratos, assim como sobre um modelo de biofiime multiespécie in vitro. Os micro-
organismos avaliados foram Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis, ATCC 33277),
Aggregatibacter actynomicetemcomitans (A. actynomicetemcomitans, JP2),
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum, ATCC25586), e Streptococcus oralis (S.
oralis, ATCC 35037). Dois estudos distintos foram conduzidos. No Estudo 1, foi
avaliado in vivo a viabilidade dos micro-organismos mediante o modelo da doencga
periodontal induzida experimentalmente em ratos apés 7 dias de indugdo da DP. Os
animais foram divididos em 7 grupos experimentais (n=8): Grupo Controle;
Ftalocianina-glucamina (Ft-g); Hipericina-glucamina (Hy-g); LED vermelho (LV,
655nm; 34 J/cm2); LED ambar (LA, 590nm; 34,10 J/cm2); aPDT 1(aPDT-Hy-g + LA);
aPDT 2 (aPDT-Ft-g + LV). Os animais foram eutanasiados com 7 e 30 dias apos a
aplicacao dos tratamentos no periodo baseline. No Estudo 2, foi avaliado in vitro a
viabilidade dos micro-organismos mediante o modelo de biofilme multiespécie, as
amostras foram divididas em 8 grupos experimentais: Controle Negativo; Controle
Positivo (clorexidina 0,12%); Ftalocianina-glucamina (Ft-g); Hipericina-glucamina
(Hy-g); LED Vermelho (LED-V, 660nm; 39,65 J/cm?); LED Ambar (LED-A, 590nm;
39,30 J/icm2); aPDT 1 (aPDT-Ft-g + LV); aPDT 2 (aPDT-Hy-g + LA), trés
experimentos independentes foram realizados em triplicata (n=9). Para os dois
estudos foi analisada a quantificagao individual dos micro-organismos pela técnica
de qPCR combinada com Propidium Monoazide (PMA). Os dados foram submetidos
a analise estatistica (a=0,05). Os resultados do modelo in vivo no periodo baseline
quando comparados os grupos aPDTs com o grupo controle negativo para P.
gingivalis foram, no grupo controle (6,89 + 0,11), aPDT 1 (6,74 £+ 0,26), aPDT 2 (5,88
+ 0,42); para F. nucleatum foram, no grupo controle (9,98 + 0,20), aPDT 1 (9,76
0,42), aPDT 2 (9,10 = 0,43*); para A. actynomicetemcomitans foram, no grupo
controle (9,75 £ 0,54), aPDT 1 (10,25 £ 0,47*), aPDT 2 (9,57 + 0,14); para So foram,
no grupo controle (2,62 + 0,30), aPDT 1 (2,28 + 0,30%), aPDT 2 (2,12 £ 0,14%); no
periodo de 7 dias para P. gingivalis foram, no grupo controle (6,08 + 0,39), aPDT 1
(7,13 £ 0,18%), aPDT 2 (6,73 + 0,35); para F. nucleatum foram, no grupo controle
(8,39 £ 0,27), aPDT 1 (9,45 + 0,29%), aPDT 2 (9,42 + 0,11*); para A.
actynomicetemcomitans foram, no grupo controle (8,75 + 0,30), aPDT 1 (8,36 +
0,27), aPDT 2 (8,44 £ 0,44); para So foram, no grupo controle (2,55 + 0,26), aPDT 1
(2,66 £ 0,20), aPDT 2 (2,75 £ 0,28); no periodo de 30 dias para P. gingivalis foram,
no grupo controle (6,98 £ 0,31), aPDT 1 (6,95 + 0,39), aPDT 2 (6,67 + 0,38); para F.
nucleatum foram, no grupo controle (9,18 + 0,59), aPDT 1 (9,41 £ 0,42), aPDT 2



(9,26 + 0,33); para A. actynomicetemcomitans foram, no grupo controle (8,75 +
0,34), aPDT 1 (8,39 £ 0,35%), aPDT 2 (7,80 = 0,75%); para S. oralis foram, no grupo
controle (2,62 £ 0,35), aPDT 1 (2,93 + 0,44), aPDT 2 (2,98 + 0,26). Os resultados do
modelo in vitro quando comparados os grupos aPDTs com o grupo controle negativo
para A. actynomicetemcomitans foram, no grupo controle negativo (8,77 £ 0,93),
aPDT 1 (6,74 = 0,74*), aPDT 2 (9,05 + 0,70); para F. nucleatum foram, no grupo
controle negativo (8,99 * 0,84), aPDT 1 (7,42 £ 0,52*), aPDT 2 (12,24 + 0,42*); para
P. gingivalis foram, no grupo controle negativo (6,60 + 0,33), aPDT 1 (5,77 + 0,58%),
aPDT 2 (7,63 £ 0,23); para S. oralis foram, no grupo controle negativo (8,81 £ 0,49),
aPDT 1 (8,34 + 0,65), aPDT 2 (9,78 + 0,20).

Palavras — chave: Fotoquimioterapia. Biofilmes. Periodontite.



Sanchez-Puetate JC. Evaluation of different photosensitizers in antimicrobial
photodynamic therapy in the treatment of induced periodontal disease: in vivo and in
vitro study [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

ABSTRACT

Antimicrobial Photodynamic Therapy (antimicrobial Photodynamic Therapy - aPDT),
has been used as an adjunct therapy in periodontal disease (PD). The objective of
this work was to evaluate the antimicrobial effects of aPDT, with the photosensitizers
Hypericin-glucamine (Hy-g) and Phthalocyanine-glucamine (Ft-g), in the treatment
and progression of experimentally induced periodontal disease in rats, as well as on
a model of multispecies biofilm in vitro. The microorganisms evaluated were
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis, ATCC 33277), Aggregatibacter
actynomicetemcomitans  (A.  actynomicetemcomitans, JP2), Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum, ATCC25586), e Streptococcus oralis (S. oralis, ATCC
35037). Two separate studies were conducted. In Study 1, the viability of
microorganisms was evaluated in vivo using the periodontal disease model
experimentally induced in rats after 7 days of PD induction. The animals were divided
into 7 experimental groups (n = 8): Control Group; Phthalocyanine-glucamine (Ft-g);
Hypericin-glucamine (Hy-g); Red LED (LV, 655nm; 34 J / cm2); Amber LED (LA,
590nm; 34.10 J / cm2); aPDT 1 (aPDT-Hy-g + LA); aPDT 2 (aPDT-Ft-g + LV). The
animals were euthanized 7 and 30 days after the application of the treatments in the
baseline period. In Study 2, the viability of microorganisms was evaluated in vitro
using the multispecies biofilm model, the samples were divided into 8 experimental
groups: Negative Control; Positive Control (0.12% chlorhexidine); Phthalocyanine-
glucamine (Ft-g); Hypericin-glucamine (Hy-g); Red LED (LED-V, 660nm; 39.65 J /
cm2); Amber LED (LED-A, 590nm; 39.30 J / cm2); aPDT 1 (aPDT-Ft-g + LV); aPDT
2 (aPDT-Hy-g + LA), three independent experiments were carried out in triplicate (n =
9). For both studies, the individual quantification of microorganisms was analyzed
using the qPCR technique combined with Propidium Monoazide (PMA). The data
were submitted to statistical analysis (a = 0.05). The results of the in vivo model in
the baseline period when comparing the aPDTs groups with the P. gingivalis negative
control group were, in the control group (6.89 £ 0.11), aPDT 1 (6.74 £ 0.26), aPDT 2
(5.88 = 0.42); for F. nucleatum, in the control group (9.98 + 0.20), aPDT 1 (9.76 +
0.42), aPDT 2 (9.10 = 0.43 *); for A. actynomicetemcomitans, in the control group
(9.75 £ 0.54), aPDT 1 (10.25 £ 0.47 *), aPDT 2 (9.57 £ 0.14); for S. oralis, in the
control group (2.62 + 0.30), aPDT 1 (2.28 £ 0.30 *), aPDT 2 (2.12 £ 0.14 *); in the 7-
day period for P. gingivalis, in the control group (6.08 + 0.39), aPDT 1 (7.13 £ 0.18 ¥),
aPDT 2 (6.73 = 0.35); for F. nucleatum, in the control group (8.39 £ 0.27), aPDT 1
(9.45 £ 0.29 *), aPDT 2 (9.42 £ 0.11 *); for A. actynomicetemcomitans, in the control
group (8.75 £ 0.30), aPDT 1 (8.36 + 0.27), aPDT 2 (8.44 £ 0.44); for S. oralis, in the
control group (2.55 + 0.26), aPDT 1 (2.66 + 0.20), aPDT 2 (2.75 = 0.28); in the 30-
day period for P. gingivalis, in the control group (6.98 £ 0.31), aPDT 1 (6.95 + 0.39),
aPDT 2 (6.67 = 0.38); for F. nucleatum, in the control group (9.18 £ 0.59), aPDT 1
(9.41 £ 0.42), aPDT 2 (9.26 £ 0.33); for A. actynomicetemcomitans, in the control
group (8.75 £ 0.34), aPDT 1 (8.39 + 0.35 *), aPDT 2 (7.80 £ 0.75 *); for S. oralis, in
the control group (2.62 £ 0.35), aPDT 1 (2.93 + 0.44), aPDT 2 (2.98 + 0.26). The
results of the in vitro model when comparing the aPDTs groups with the negative



control group for A. actynomicetemcomitans were, in the negative control group (8.77
+ 0.93), aPDT 1 (6.74 = 0.74 *), aPDT 2 ( 9.05 £ 0.70); for F. nucleatum, in the
negative control group (8.99 + 0.84), aPDT 1 (7.42 £ 0.52 *), aPDT 2 (12.24 + 0.42 *);
for P. gingivalis, in the negative control group (6.60 + 0.33), aPDT 1 (5.77 £ 0.58 *),
aPDT 2 (7.63 £ 0.23); for S. oralis, in the negative control group (8.81 + 0.49), aPDT
1(8.34 £ 0.65), aPDT 2 (9.78 + 0.20).

Keywords: Photochemotherapy. Biofilms. Periodontitis.
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1 INTRODUGAO

O entendimento da patogénese das doengas e condi¢cdes periodontais esta
continuamente mudando com o aumento do conhecimento cientifico. A Periodontite
€ definida como uma doenca inflamatéria dos tecidos de suporte dos dentes,
causada por grupos de micro-organismos especificos, sitio-especifica e
caracterizada por sinais clinicos como inflamag&o, sangramento a sondagem e

perda de insergéo’2.

A terapia periodontal visa reduzir a carga microbiana, mediante remogé&o
mecanica do biofilme para impedir ou retardar a progressio da doenga periodontal®
e atualmente o tratamento mais usado € a remogao e desorganizagao do biofilme,
sendo a Raspagem e o Alisamento Radicular (RAR) a terapia n&o-cirurgica de
escolha. Os resultados clinicos obtidos com RAR sdo, em geral, satisfatérios*. No
entanto, esta terapia pode apresentar limitagdes em determinados quadros clinicos,

assim, novas terapias tém surgido como alternativas terapéuticas’2.

Sabendo da crescente resisténcia de algumas cepas bacterianas pelo uso de
antibioticos e do interesse em buscar estratégias terapéuticas que apresentem
pouco ou nenhum efeito colateral, nos ultimos anos, vém sendo utilizadas terapias
com fontes de luzes (Lasers e LEDs) para o tratamento das doengas periodontais®.
Neste contexto, a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT — Photodynamic
Antimicrobial Therapy) tem relevancia por ser um procedimento coadjuvante pela
sua agao antimicrobiana e pela pouca invasividade. Varios estudos tém comprovado
a eficacia da aPDT, tanto em modelos in vitro como in vivo®'®, porém ainda nao

existe consenso para beneficios da aPDT.

A aPDT como mostrado na Figura 1, consiste na utilizagdo de um
fotossensibilizador (FS) associado a uma fonte de luz (LASER/LED), capaz de
excitar o FS formando radicais livres e espécies altamente reativas de oxigénio, que
subsequentemente produzem a morte bacteriana e destruicdo dos seus
subprodutos’ 6, A aPDT apresenta seguranga na sua utilizagdo, devido aos seus
produtos e subprodutos ndo serem citotoxicos com células ndo alvo (aonde o FS nao
teve permeabilidade)?”.
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Figura 1 — Diagrama de Jablonski
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2018 para o portugués.

Estudos tem demonstrado que a aPDT é uma terapia coadjuvante no
tratamento da periodontite crénica, retratamento de bolsas residuais, coadjuvante na
terapia cirurgica, terapia de manutencgao, dentre outros'®-2'. Sua indicag&o na terapia
de manutenc&o tem como vantagem o menor desgaste da superficie radicular, neste
caso reduzindo a incidéncia da hipersensibilidade dentinaria causada pela remogao
excessiva do cemento radicular nas sessdes de manutengdo de RAR?2.

Os estudos do grupo de pesquisa de Garcia et al.'> e Theodoro et al.?? que
avaliaram a utilizagdo da terapia fotodindmica em associagdo a raspagem e
alisamento radicular, em varios modelos, concluiram que a aplicagao de aPDT como
tratamento adjunto a RAR reduziu significativamente os niveis de A.
actinomycetemcomitans, além de observarem menor perda 6ssea em area de furca

quando realizada apenas uma aplicacao da aPDT.

Varios FS estdo mencionados na literatura, sendo as fenotiazinas como o azul
de metileno e azul de toluidina os mais citados, porém estes estudos nao tém
demonstrado vantagens clinicas no tratamento periodontal®?4, indicando, desta

forma, a necessidade de novos estudos com objetivo de testar novos FS.

A literatura mostra que as bactérias Gram-positivas (G+) podem ser
eliminadas por diversos FS e doses mais baixas de irradiacdo do que bactérias
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Gram-negativas (G-)?>26. Os parametros importantes do FS para esta interagdo
bacteriana incluem: solubilidade relativa em &agua e lipidios, capacidade de
ionizacao, fatores especificos como as caracteristicas de absor¢cdo de luz, e a
eficiéncia da formagcdo do estado excitado triplete ou da produgdo de oxigénio

singleto?6-28

Portanto, para uma maior eficiéncia da inativagdo dos micro-organismos,
essas diferencas devem ser superadas modificando o FS quanto a sua
hidrofobicidade e carga, de acordo com a caracteristica celular de cada micro-
organismo?6. A importancia da hidrofobicidade baseia-se que em meio aquoso leva
a autoagregacdo e, em muitos casos, a uma subsequente precipitagdo, reduzindo
drasticamente a capacidade do composto de gerar espécies reativas de oxigénio,
desse modo, € necessario que o principio fotoativo apresente-se soluvel em meio

aquoso para possivel aplicagdo clinica.

A Hipericina (Figura 2) € um FS natural, presente em plantas herbaceas
conhecidas como erva de Sdo Jodo (género Hypericum perforatum)?®. Possui
propriedades anti-inflamatérias, antissépticas, anti-infecciosas, antivirais, estimula a
circulagdo sanguinea e elimina hematomas?®-%. E considerada uma quinona
policiclica (Figura 2a) que, quando ativada, reage com moléculas vizinhas por
transferéncia de energia ao oxigénio, induzindo a produgdo do oxigénio singlete
('0O2), além de ser potente e fotoestavel32:3435,

Figura 2 - Estrutura quimica da Hipericina: estrutura base da Hipericina (2a), e sua espécie
supramolecular Hipericina-glucamina (2b)

Fonte: Macedo et al.*®
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O FS Hipericina possui caracteristica hidrofébica e, perde a sua agao quando
em meio biologico. Uma estratégia proposta para melhorar o comportamento
quimico é a inducado da formacédo de espécies supramoleculares hidrofilicas. Uma
supramolécula € uma espécie quimica constituida por duas ou mais moléculas,
unidas por interagdes moleculares, visando a obtengdo de uma determinada
propriedade ou funcionalidade®’. No caso da Hipericina, para a formagédo de uma
supramolécula hidrofilica, € induzida uma reacéo a partir do grupo fendlico, que cede
o proton H+, formando a Hipericina-glucamina (Figura 2b).

A presenca de varios grupos hidroxila na supramolécula Hipericina-glucamina,
fornece os sitios onde as ligagcbes de hidrogénio serao estabelecidas, aumentando
sua hidrofilicidade. Em estudos prévios in vitro, foram avaliadas diferentes
concentracdes do FS Hipericina. Os resultados mostraram que a concentragao de 10

mg/mL foi capaz de eliminar bactérias G+ e G-?5.

As Ftalocianinas (Figura 3), que s&o corantes sintéticos semelhantes as
porfirinas e estruturalmente consideradas azaporfirinas3® tém sido estudadas e
avaliadas suas aplicagdes®4'. A Ftalocianina € um macrociclo simétrico composto
por quatro unidades iminoisoindol com uma cavidade central de tamanho suficiente
para acomodar varios ions metalicos e este metal central possui influéncia
consideravel em sua propriedade fotossensibilizadora3842. Entre as Ftalocianinas, a
Ftalocianina de cloro-aluminio tem sido sugerida por possuir propriedades fotofisicas
favoraveis para uso em aPDT, uma vez que produz altas quantidades de oxigénio
singlete*®. A eficacia desse FS associado a luz LED foi comprovada em um estudo in
vitro que avaliou o potencial fotodinamico da Ftalocianina de cloro-aluminio diluida
em nanoemulsdo catibnica para inativar as culturas plancténicas e de biofilmes
formados por Candida albicans*'. Outros estudos**~*" tém corroborado a eficiéncia
das Ftalocianinas como agentes fotossensiveis na eliminacdo de micro-organismos

periodonto patogénicos com uso em aPDT.
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Figura 3 - Estrutura quimica da Ftalocianina: Estrutura base da Ftalocianina (3a),
Ftalocianina acomodando o ion metalico zinco (3b), e a sua espécie supramolecular
Ftalocianina-glucamina (3c)

3a 3b
P-C)" OH OH
e ol =
\I N N= \ T‘ \1N NJJ
N N
| / \
I N N ! HONAGEN oocJJ: N’ \x\ CHy OH OH
\! N= Y OHHO H,C H COO ,"u\(‘;'\‘o:_\/ow

Fonte: de Melo et al.*®

Portanto, observa-se que a utilizacdo da aPDT demonstrou efeito
antimicrobiano contra varios periodonto patogénicos*®%°, além de ser capaz de
reduzir fatores-chave de viruléncia como lipopolisacarideos e proteases*®5'52 e

inativar citocinas inflamatorias do hospedeiro, tais como interleucina 18 e TNFa®.

Conhecendo as propriedades dos FS Hipericina-glucamina e Ftalocianina-
glucamina, os objetivos deste estudo foram avaliar in vivo (modelo de doenca
periodontal induzida em ratos) a viabilidade das bactérias periodonto patogénicas
presentes nas ligaduras dos animais apds o tratamento com aPDT nos diferentes
periodos, utilizando a técnica de qPCR (PCR quantitativo em tempo real) em
combinagdo com Propidium Monoazide (PMA), e in vitro, avaliar a viabilidade das
bactérias periodonto patogénicas (modelo de biofilme multiespécie) apdés o
tratamento com aPDT, utilizando a técnica de qPCR (PCR quantitativo em tempo
real) em combinagdo com PMA.
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2 PROPOSICAO

Hipotese: A aPDT mediada pelos fotossensibilizadores Hipericina-glucamina e
Ftalocianina-glucamina promove reduc¢do na viabilidade microbiana e possibilita

melhores resultados no tratamento da doencga periodontal.

Estudo 1: Avaliar a viabilidade das bactérias periodontopatogenicas presentes
nas ligaduras dos animais apds o tratamento com aPDT mediada pelos
fotossensibilizadores Hipericina-glucamina e Ftalocianina-glucamina, utilizando a
técnica de PMA-gPCR.

Estudo 2: Avaliar in vitro a viabilidade das bactérias periodontopatogenicas
apés o tratamento com aPDT mediada pelos fotossensibilizadores Hipericina-
glucamina e Ftalocianina-glucamina, utilizando a técnica de PMA-qPCR.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Periodontite, juntamente com carie dentaria, sdo as doengas bucais mais
comuns e ambas podem levar & perda dentaria. E relatado que a prevaléncia de
periodontite varia de 31% a 76%°%%. Os biofilmes orais, compostos por espécies
bacterianas patogénicas e seus fatores de viruléncia, sdo bem estabelecidos como o
principal agente etioldgico das doencas periodontais®. Microrganismos como
Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis, s&o frequentemente encontrados em locais periodontais
com sinais de doenga®®. Essas bactérias desencadeiam uma resposta inflamatéria

exacerbada e consequente progressdo da gravidade da doenga®®.

O uso excessivo, negligenciado e descontrolado de antibidticos levou a
comunidade cientifica a uma exploragdo interminavel de novas abordagens
terapéuticas, uma vez que o desenvolvimento de resisténcia bacteriana a agentes
antimicrobianos convencionais € apenas uma questdo de tempo. As infeccbes
triviais logo se tornardo intrataveis para os medicamentos atualmente disponiveis®’.
O relatorio da Organizagdo Mundial da Saude de 2014 (OMS) alerta para a era pos-
antibidtica, seguida por uma demanda crescente e urgente de agbdes coordenadas
contra infecgdes microbianas®®. A aPDT surge como uma alternativa promissora

contra essa ameaga®.

Sob excitagdo da luz, um FS aumenta sua energia e, a partir deste ponto, o
mecanismo aPDT pode atuar em duas vias: tipo | a energia do FS induz a formagao
de radicais na presenca de substratos ricos em elétrons e envolve moléculas
biolégicas sdo atacadas; tipo Il é dependente de oxigénio, o FS excitado transfere
sua energia diretamente para o oxigénio molecular que o cerca, formando oxigénio
singleto ('02), responsavel pelo maior efeito antimicrobiano da aPDT®?6', a mesma
terapia ja provou ser eficaz para cancer e diferentes doengas infecciosas®.
Comparado as terapias antimicrobianas convencionais, aPDT mostra algumas
vantagens: efeito em multiplos alvos celulares, € por essa razdo que o
desenvolvimento da resisténcia ndo foi relatado até o momento; inicio imediato da

agdo; entrega local; invasividade minima e fraca repercusséo; e lavagem rapida®3-%6.
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Em termos de periodontite, aPDT provou ser seguro e eficaz como um complemento

ao tratamento convencional da doenga periodontal em varios estudos®’-°.

O biofilme subgengival, que pode ser até 1000 vezes mais dificil de
interromper’® a drenagem do fluido gengival crevicular e a rotatividade do fluido da
saliva’’ e o dificil acesso aos locais afetados sdo os principais desafios para o
controle quimico do mesmo. Portanto, a remogdo mecanica continua sendo o
tratamento essencial e fundamental para a periodontite, enquanto as alternativas
quimicas/fotoquimicas precisam de melhorias. Os avangcos na aPDT foram
estudados principalmente através da adicdo de veiculo de nanoparticulas e
modificagdo das cargas®’'-"3 efeito sinérgico com peptideos antimicrobianos’ e
otimizagdo do regime de luz’® onde a modificagdo das cargas € um dos objetivos a
ser avaliado neste estudo.

Como mencionado anteriormente, o principal mecanismo da aPDT para
induzir a morte bacteriana, é dado pela formacéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)%76, para cada espécie bacteriana essa formacgao de ROS é diferente , e no
biofilme a dificuldade para atingir as camadas mais profundas é uma das grandes
limitagGes da terapia. Cieplik et al.”’, afirmaram que as bactérias podem desenvolver
mecanismos de defesa para desintoxicagdo desses ROS por agentes altamente

especificos e vias enzimaticas’®-80,

A selecdo do FS é essencial para alcangar resultados positivos com a aPDT,
sabendo disso, e como mencionado anteriormente, neste estudo foram utilizados
dois FS de diferente natureza, Hipericina-glucamina (Hy-g) de origem natural e
Ftalocianina-glucamina (Ft-g) de origem sintética. Estes fotossensibilizadores foram
utilizados em estudos anteriores®’ por este grupo, entre os resultados obtidos
verificou-se que a dose utilizada (10mg/ml) oferece seguranga sobre os tecidos
periodontais.

As primeiras fontes luminosas utilizadas em aPDT foram Ilampadas
convencionais, com luz nao-coerente, policromatica e forte componente térmico.
Com a descoberta e desenvolvimento do LASER (do inglés, Light Amplification

Stimulated Emission of Radiation), tornou-se possivel o uso de luz homogénea de



21

baixa intensidade para ativar a reacéo fotodinamica®? e posteriormente a introdugéo

do LED (do inglés, Light Emitting Diode) neste processo.

Os LEDs possuem diferengas sobre o laser para o uso clinico: emitem uma
combinacdo de comprimentos de onda ideal para reparo de feridas, podem ser
dispostos em arranjos grandes e achatados permitindo irradiagdo de uma superficie
extensa e tridimensional e homogeneidade entre densidade de energia, poténcia e
area de campo irradiado®3.

As principais caracteristicas dos LEDs s&o: longa durabilidade, baixo custo,
circuitos eletrénicos mais simples e confiaveis, ndo geragdo de calor, dimensdes
reduzidas, temperatura de cor (expressa a aparéncia de cor da luz emitida pela fonte
de luz), alta eficiéncia energética (quase toda energia fornecida para o LED é
transformada em luz e uma pequena porgdo é perdida na forma de calor)®*. A luz
emitida pelos LEDs € monocromatica, ndo-coerente (emissao estimulada gera foétons
que se propagam em diferentes diregdes no tempo e no espago), ndo colimada
(feixe de luz ndo € unidirecional), menos concentrada que a radiagdo do laser e mais
que a luz comum?®. Atualmente, ha LEDs capazes de emitir luz no modo continuo e
pulsatil®®. Tem sido valido investigar o valor e os beneficios dos LEDs como fonte de
luz alternativa para a fototerapia®-8". Adicionalmente, como o LED emite pouco calor
e em poténcias ideais consegue obter boa penetragdo nos tecidos, levando a um
minimo risco de dano térmico ao tecido epitelial, o FDA (Food na Drug
Adminstration) aprovou o uso de LEDs para testes terapéuticos em humanos.
Entretanto, ha poucas evidéncias sobre o efeito modulatério do LED#-%. Com isso,
apesar da fototerapia LED ser sugerida para melhorar o processo de reparo de
feridas®!-°? suas vantagens e beneficios ainda s&o controversos %. Mais estudos sdo
necessarios para consolidar a combinacdo ideal de comprimento de onda,
densidade de energia, poténcia, bem como trabalhos que avaliem os
questionamentos sobre os mecanismos do efeito da luz LED® e estudos que
investiguem os efeitos biomodulatorios desta luz em relag&o a luz laser nos diversos

ambitos e tecidos bioldgicos®.

O FS ideal para a aPDT deve possuir os seguintes requisitos: ser
quimicamente puro e de composi¢cado conhecida, atéxicos ou de baixa toxicidade, ser



22

biologicamente estavel, inativos em seu estado fundamental, ser preferencialmente
retido pelo tecido alvo, ser rapidamente excretado pelo corpo (para prover baixa
toxicidade sistémica), ter alta eficiéncia quéntica para o evento fotoquimico, ter forte
absorgdo com um alto coeficiente de excitacdo na faixa de 600-800nm (onde a
penetracédo de luz no tecido esta no maximo) e o comprimento de onda da luz deve

permanece energético o suficiente para produzir o oxigénio singlete8?.94-9,

Um fato importante € quanto a hidrofobicidade que alguns FS apresentam,
pois essa propriedade em meio aquoso leva a auto-agregagéo e em muitos casos a
uma subsequente precipitacdo, o que reduz drasticamente a capacidade do
composto de gerar oxigénio singlete?®. Desse modo € necessario que o principio
fotoativo se apresenta soluvel em meio aquoso para possivel aplicagao clinica. Uma
estratégia interessante para aumentar a solubilidade em meio aquoso de alguns FS
envolve a formagao de espécies supramoleculares hidrofilicas. Uma supramolécula
€ definida como uma espécie quimica constituida por duas ou mais moléculas
unidas por interagdes intermoleculares. Nesse sentido a quimica supramolecular
utiliza uma abordagem centrada na associagdo de moléculas, visando a obtengao de
uma determinada propriedade ou funcionalidade*®. A meglumina, conhecida também
como N-metilglucamina € um aminocarboidrato derivado da glicose capaz de formar
espécies supramoleculares binarias hidrofilicas com compostos que possuam em

sua estrutura atomos de hidrogénio acidos*.

A formacdo dos compostos de meglumina envolve como condicdo uma
reacdo acido-base em que o hidrogénio acido é transferido ao grupo amina do
aminocarboidrato. Para viabilizar a formacao de espécies supramoleculares entre a
meglumina e as Ftalocianinas, estas primeiramente s&o funcionalizadas com grupos
carboxilicos como a Ftalocianina de zinco tetracarboxilada (FtZnTc)*.
Posteriormente a insergdo dos grupos acidos, a reagcdo com o aminocarboidrato
pode ser conduzida produzindo espécies mais soluveis em agua. Esse
procedimento permite a insercdo de até quatro moléculas de meglumina para a
Ftalocianina de zinco tetracarboxi-N-metilglucamina (FtZnTcG). A presenga de varios
grupos hidroxila na supramolécula fornece os sitios onde as liga¢cées de hidrogénio
sdo estabelecidas aumentando a hidrofilicidade das Ftalocianinas*.
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Os FS mais estudados na erradicacdo de microrganismos pertencem a
diferentes grupos de compostos. Na aPDT, os principais séo: fenotiazinicos (azul de
toluidina e azul de metileno), eritrosina, conjugados de clorina, derivados de
hematoporfirinas e fitoterapicos®. Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos
compostos considerados como a segunda geragcdo de corantes, com propositos
diagnodstico e terapéutico, entre os quais esta incluida uma das alternativas mais
promissoras para a aPDT, o grupo das Ftalocianinas®’-%. O espectro de absorgéo
das Ftalocianinas em solugcdo consiste em duas bandas principais centradas em
torno de 350 nm e 670 nm. Os estudos de Sibata et al.?® (2004); Oliveira et al.%
(2006); Dobson, Wilson et al.*® (1993); Wilson, Dobson*” (1993) tém corroborado a
eficiéncia das Ftalocianinas como agentes fotossensiveis na eliminagdo de

microrganismos periodontopatogénicos com uso em aPDT.

A Hipericina € um FS natural, presente em plantas herbaceas conhecidas
como erva de S&o Jodo (género Hypericum perforatum)''. Possui propriedades anti-
inflamatorias, antissépticas, anti-infecciosas, antivirais, estimula a circulagdo
sanguinea e elimina hematomas'®?. Atualmente é utilizado como medicamento
fitoterapico em quadros de disturbios psicovegetativos, estados depressivos, medo
e/ou ansiedade’®. Na aPDT, estudos tém mostrado o grande poder fototoxico da
Hipericina no tratamento da psoriase e outras doencas de pele'%4, potente atividade
anticancer induzindo tanto apoptose quanto a necrose de células tumorais'®, e
capacidade de promover a inativagdo de microrganismos, sendo considerado como
um dos mais potentes fotossensibilizadores encontrados na natureza'®®1%7. Yow
2012'%8 determinou o efeito antimicrobiano da terapia fotodinamica com Hipericina
em Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e observou que a eficacia da terapia
foi fortemente afetada pela estrutura celular e absorcdo do fotossensibilizador. A
combinacao da Hipericina com a irradiagao de luz induziu morte celular de S. aureus
(Gram positivas), mas nao foi efetiva para as células de E. Coli (Gram negativas). A
autora atribuiu tal resultado as diferencas estruturais de parede celular/membrana,

que afetaram a captacao celular de Hipericina.

Sao parametros importantes para a agcao do fotossensibilizador: solubilidade
relativa em agua e lipidios, constante de ionizagdo, fatores especificos como as
caracteristicas de absorg¢ao de luz, e a eficiéncia da formacao do estado excitado
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triplete ou da produgéo de oxigénio singleto?®'%°. Portanto, para uma maior eficiéncia
da inativacdo dos microrganismos essas diferengcas devem ser superadas
modificando o FS quanto a sua hidrofobiciadade e carga, de acordo com a
caracteristica celular de cada microrganismo''%"""_ A Hipericina possui caracteristica
hidrofébica e perde a sua agao fotossensibilizadora quando em meio bioldgico,
devido a auto agregagdo em meio aquoso e em muitos casos a uma subsequente
precipitacdo que reduz drasticamente a capacidade de gerar oxigénio singleto,
diminuindo sua efetividade na aPDT3%'12, Uma estratégia proposta é a indugdo da
formacdo de espécies supramoleculares hidrofilicas, como mencionado
anteriormente. No caso da Hipericina, para a formagcdo de uma supramolécula
hidrofilica, € induzida uma reacgado a partir do grupo fendlico, que cede o proton H+,
formando a Hipericina-glucamina. A presenca de varios grupos hidroxila na
supramolécula, fornece os sitios onde as ligagbes de hidrogénio seréo

estabelecidas, aumentando sua hidrofilicidade34.

As cepas utilizadas tém carateristicas estruturais e fisiologicas especificas,
sendo Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e Fusobacterium nucleatum (ATCC
25586) anaerdobias Gram negativas, Aggregatibacter actynomicetemcomitans (JP2)
anaerobia facultativa Gram negativa, e Streptococcus oralis (ATCC 35037)
anaerdbia facultativa Gram positiva''®'"4. Independente da caracteristica do grupo
microbiano, também podem ocorrer diferengas dentro de uma mesma cepa
microbiana. Yow et al.33, demonstraram que diferentes cepas do mesmo micro-
organismo (S. Aureus) podem apresentar diferentes ligagbes com o FS,
apresentando variagdes nos resultados.

Segundo Malik et al.’%, e Nitzan et al.''® as bactérias Gram-positivas (G+) sdo
geralmente mais suscetiveis a fotoinativagdo, enquanto as Gram negativas (G-) s&o
mais resistentes, essa resisténcia € atribuida a configuracdo da membrana externa
que proporciona uma barreira protetora para os micro-organismos, a configuragéo
desse membrana externa possui um grande espago periplasmico cercado por
camadas de peptidoglicano, entre as membranas citoplasmaticas externas e
internas, o que pode ser um desafio para a penetracdo dos FS. O uso de um FS
catibnico (+), mostra maior atividade fotodindmica contra bactérias G-, uma vez que

essa carga positiva tipica do FS promove uma ligagcado eletrostatica a superficie



25

externa desse tipo de bactéria, induzindo um dano inicial que favorece a penetragao
de FS877,

Atualmente, varias fontes de luz e FS tém sido estudados com a técnica de
aPDT nos modelos de DP’®, no entanto, ainda existem varios desafios para esta
técnica, como melhorar a seletividade dos FS para micro-organismos
periodontopatogénicos, que possuem caracteristicas estruturais especificas (por
exemplo as bactérias anaerobicas, Gram-), e apresentam uma estrutura ainda mais

complexa quando organizadas em biofilmes.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Estudo In Vivo
Se seguiram os seguintes protocolos e o desenho como descrito na Figura 4.

Comité de Etica: O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) — UNESP
(Proc. CEUA N° 07/2012), dentro dos regulamentos exigidos pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) (ANEXO A).

Amostra: Neste estudo foram utilizados Rattus Norvegicus, variagao albinus
Holtzman, machos, adultos, com peso variando entre 300-350g, provenientes do
Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr)- UNESP. Os animais
foram mantidos no Biotério da FOAr, com luz, umidade e temperatura controladas, e
tratados com rag&o e agua ad libitum antes e durante todo o periodo experimental.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em caixas plasticas coletivas,

resultando em no maximo 5 animais por caixa.

Indugao da Doenga Periodontal: Cada animal foi pesado e em seguida
anestesiado por uma combinagdo de 0,08ml/100g de Quetamina (Cloridrato de
Quetamina — Francotar 3% - Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda.) com 0,04ml/100mg
de Xilazina (Cloridrato de Xilazina — Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Brasil Ind. e Com.
Ltda.). Posteriormente, cada animal foi colocado em posi¢gdo supina na mesa
operatéria especifica para a manutencdo da boca aberta e obtencéo de livre aceso
aos molares. As ligaduras (Fio de algoddao no 24, Coats Ltda., Sdo Paulo, Brasil)
foram inseridas na regido subgengival, até a eutanasia dos animais (Figura 5).

Desenho Experimental:

Figura 4 — Desenho experimental

-7 Baseline 7 dias do baseline 30 dias do baseline

< Dias

Infl_l—'lgigudr:sl)w Tratamentos Eutanasia Eutandsia
9 Eutanasia imediata (2° periodo) (3° periodo)
(1° periodo)

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 5 — Ligaduras: Observamos a regido dos molares; 5b, a ligadura em posigéo; 5c, as

duas ligaduras em posigéo; 5d e 5e, acumulo de biofilme nas ligaduras

Fonte: Elaboragao propria.

Preparo dos Fotossensibilizadores: O preparo dos fotossensibilizadores foi
realizado no Laboratério de Fotossensibilizadores do Instituto de Quimica de Sao
Carlos, Universidade de S&o Paulo (IQSC-USP). A manipulagdo dos
fotossensibilizadores foi feita a partir de solugdes estoque, sintetizadas pelo Prof. Dr.
Anderson O. Ribeiro da Universidade Federal do ABC. A solucdo estoque do FS
Hipericina-glucamina (200 umol L-1), foi obtida em solvente apréptico polar, dimetil
sulféxido (DMSO), esterilizada por filtracdo em membrana 0,22 ym e mantida ao
abrigo da luz. A solugao de trabalho foi preparada, diluindo-se a solugao estoque em
tampao fosfato de sédio (pH 7,2) obtendo-se uma consisténcia liquida, de
concentragao final de 10 ug/mL. A solugao estoque do FS Ftalocianina-glucamina
(1,1 mg/mL), foi obtida em solvente aproptico polar, dimetil sulféxido (DMSO),
esterilizada por filtragdo em membrana 0,22 ym e mantida ao abrigo da luz. A
solucdo de trabalho foi preparada, diluindo-se a solugcdo de estoque em tampéo
fosfato de sodio (pH 7,2) obtendo-se consisténcia liquida, de concentragao final de
10 pg/mL. A porcentagem final de DMSO nos dois FS foi inferior a 1%.

Fonte de Luz: Foram utilizadas duas fontes de luz com diferentes
comprimentos de onda para ativar os fotossensibilizadores. A fonte de luz
necessaria para ativar o fotossensibilizador Hipericina-glucamina deve ter
comprimento de onda de 590nm, coincidindo com a banda de absorgdo maxima da

Hipericina, e para ativar o fotossensibilizador Ftalocianina-glucamina a luz deve ter
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comprimentos de onda de 655nm, coincidindo com a banda de absor¢do maxima da
Ftalocianina. Foi utilizado LED que emite luz ambar, com um comprimento de onda
de 590 nm e poténcia de 90 Mw (MM Optics, Sdo Carlos/SP, Brasil), e um LED que
emite luz vermelha, com um comprimento de onda de 655nm e poténcia de 0,45 W
(DMC equipamentos Ltda, Sdo Carlos/SP, Brasil).

Técnica de Aplicagdo dos Fotossensibilizadores: Embora os
fotossensibilizadores apenas sejam ativados por luz com comprimento de onda
especifico, para que houvesse um maior controle e padronizacdo da técnica, optou-
se por manté-los protegidos de fontes de luz até o momento da irradiagdo com os
LEDs (dmbar e vermelho). No dia dos tratamentos, a sala de cirurgia do Biotério da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) — UNESP permaneceu em
penumbra, com apenas uma luz acesa distante do campo operatério. Para a
adequada visualizagao da area a ser tratada, foram utilizadas lupas de cabeg¢a com
iluminagao propria, que era desligada assim que a agulha (13x0,45 mm; Becton
Dickinson Ind. Cirur. Ltd., Curitiba, PR, Brasil) sem corte, que continha o FS fosse
posicionada. No momento da aplicacdo, foi depositado o volume de 0,2 ml, e

manteve-se no escuro por 10 minutos (tempo de incubagao ou pre-irradiacéo do FS).

Grupos Experimentais: Os animais foram randomicamente divididos de
acordo com o grupo (n=8) e os tratamentos referentes a cada grupo experimental
foram aplicados apds 7 dias da insergao das ligaduras (Baseline). A hemimaxila que
recebeu o tratamento (direita ou esquerda), foi escolhida de forma randémica, sendo
sua contralateral seu controle negativo (ndo foi realizado nenhum
tratamento/intervengdo). No momento de aplicagdo dos tratamentos a hemimaxila
controle foi protegida, para que nao sofresse interferéncia do tratamento. As
ligaduras foram removidas nos periodos experimentais de 7 e 30 dias apds os
tratamentos. Os tratamentos aplicados foram:

- Grupo Controle: Indugcdo da Doenga Periodontal (DP), somente indugao da
doenca periodontal, ndo houve tratamento.
- Grupo Ftalocianina-glucamina (Ft-g): 0,2 ml do fotossensibilizador

Ftalocianina-glucamina (que se encontrava em falcon protegido da luz), o mesmo foi
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transferido a uma seringa com agulha de ponta romba e cilindro revestido, o FS foi
depositado no sulco gengival, foram aguardados 10 minutos de incubagéo.

- Grupo Hipericina-glucamina (Hy-g): 0,2 ml do fotossensibilizador Hipericina-
glucamina (que se encontrava em falcon protegido da luz), foram transferidos a uma
seringa com agulha de ponta romba e cilindro revestido. O FS foi depositado no
sulco gengival e aguardados dez (10) minutos de incubagao.

- Grupo LED vermelho (LV): irradiagcdo com LED vermelho (655nm; 34 J/cm2)
durante 72 segundos.

- Grupo LED ambar (LA): irradiagcdo com LED ambar (590nm; 34,10 J/cm2)
durante 360 segundos.

- Grupo Hipericina-glucamina + LED &ambar (aPDT1): 0,2 ml do
fotossensibilizador Hipericina-glucamina foram aplicados como no grupo Hy-g tempo
de incubacédo de 10 minutos e aplicado o LED ambar por 360 segundos (34,10
J/icm2).

- Grupo Ftalocianina-glucamina + LED vermelho (aPDTZ2): 0,2 ml do
fotossensibilizador Ftalocianina-glucamina foram aplicados como no grupo Ft-g,
tempo de incubacdo de 10 minutos e depois foi aplicado o LED vermelho por 72

segundos (34 J/cm2).

Obtencao das ligaduras: Apos o periodo experimental correspondente a
cada grupo, os animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico
(Quetamina e Xilazina). As ligaduras foram cuidadosamente removidas para
preservar o biofilme presente. Posteriormente foram suspendidas em solucdo de
PBS estéril e armazenadas em eppendorf previamente marcados para imediata
extracdo de DNA.

Teste de Viabilidade: As ligaduras que continham o biofilme, foram
ressuspendidas em 500 pL de PBS estéril e estes foram agitados em vortex
(Phoenix, Araraquara/SP, Brasil) por 30 segundos. Em seguida trasladados a um
novo eppendorf que continha 500 uL de PBS estéril, o biofilme era centrifugado a
8.000 rpm durante 5 minutos para a formagao do pellet. O sobrenadante foi retirado
e o pellet ressuspendido em com 500 uL de PBS. Aliquota de 90 pyL da amostra foi
colocada em um novo eppendorf.
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Aliquota de 10 pL de Propidium Monoazide (PMA; Biotium Inc., Hayword, CA,
USA) foi adicionada em cada eppendorf que continha 90 yL da amostra e apos
incubagcédo de 5 minutos no escuro, as amostras foram expostas (com a tampa do
eppendorf aberta) por 10 minutos a uma fonte de luz de halogénio de 650W
colocada 20 cm acima das amostras. As amostras foram mantidas em gelo durante

esse periodo, para evitar excesso de aquecimento.

Extracao do DNA: Para a extracdo do DNA foi utilizado o sistema QlAamp
DNA minikit® (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), segundo o protocolo fornecido pelo

fabricante.

Os eppendorfs foram centrifugados por 10 min a 8000 rpm, o sobrenadante
foi retirado cuidadosamente, o pellet ressuspendido em 180 pL de lisozima e em
seguida, aquecidas a 37 °C por 30 minutos em banho seco (Thermomixer Comfort
Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Foram adicionados 20 yL de proteinase K e 200
uL de Buffer AL seguido de agitagédo por vortex durante 10 segundos e incubados a
56 °C durante 30 minutos e em seguida, incubados a para 95 °C e por 15 minutos.
Posteriormente foi realizada uma ligeira centrifugag¢ao, adicionados 200 pl de etanol,
seguido de agitagdo durante 15 segundos e centrifugado.

A solugéo resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QlAamp DNA
minikit® e centrifugada a 8.000 rpm por um minuto. O dispositivo com a coluna foi
removido do tubo e recolocado em um tubo limpo. Foram adicionados 500 pl de
Buffer AW1 ao dispositivo com a coluna, centrifugados 8.000 rpm por 1 minuto. O
procedimento de lavagem foi repetido com 500 upl de Buffer AW2, seguido de
centrifugacédo a 14.000 rpom durante 3 minutos. O DNA extraido da coluna foi eluido
pela adicdo de 200 ul de Buffer AE, aguardando-se 5 minutos e centrifugando-se a
8.000 rpm durante 1 minuto. Apds estes procedimentos, as amostras foram
transferidas do dispositivo para o eppendorf de armazenamento. As mesmas foram
armazenadas a -20°C.

Reacao em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR): Este teste teve
como objetivo detectar, quantitativamente, as seguintes bactérias: Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277), Aggregatibacter actynomicetemcomitans (JP2),
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Fusobacterium nucleatum (ATCC25586), e Streptococcus oralis (ATCC 35037). Os
primers especificos (5 — 3’) utilizados para o qPCR foram adquiridos pela Life
Technologies (Life Technologies do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e estéo listadas

no Quadro 1117-119,

Quadro 1 - Primers e sondas utilizados para a detecgao e quantificagao por vitalidade

gPCR.
Bactéria Sentido Oligonucleotideos 5'-3' Fragmento Referéncia
Forward GAA CCT TAC CTA CTC TTG ACA TCC GAA
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Reverse TGC AGC ACC TGT CTC AAA GC 80 pb
Probe  AGA ACT CAG AGA TGG GTT TGT GCC TTA GGG
Forward GGA TTT ATT GGG CGT AAA GC Loozen et
Fusobacterium nucleatum Reverse GGC ATT CCT ACA AAT ATC TAC GAA 162 pb aI.’, 2011;
Probe  CTC TAC ACT TGT AGT TCC G Szrt“:l‘ez
Forward GCG CTC AAC GTT CAG CC 2013:
Porphyromonas gingivalis Reverse CAC GAA TTC CGC CTG C 68 pb  Herrero et
Probe  CAC TGA ACT CAA GCC CGG CAG TTT CAA al.,, 2018
Forward ACC AGC AGA TAC GAA AGA AGC AT
Streptococcus oralis Reverse AGG TTC GGG CAA GCG ATC TTTCT 229 pb

Probe  AAG GCT GCT GTT GCT GAA GAA GT

Fonte: Elaboragéo proépria.

Os oligonucleotideos foram dissolvidos em solugdo estéril contendo Tris HCI
(10 MM — pH 7,6) e EDTA (1 mM — pH 8,0) em volume calculado para concentragao
final de 25 pM.

Quantificacado e amplificagao do DNA: As reacbes do qPCR foram
realizadas utilizando o aparelho Step One™ Real Time PCR System (Apllied
Biosystems®, California, Estados Unidos). Reacbes em triplicata foram preparadas
em volume total de 25 pL contendo 12,5 yL de Takyon ROX Probe 2x Master Mix
blue dTTP (Eurogentec, Searing, Bélgica), 1 uL de cada par de oligonucleotideo (Life
Technologies do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), 5,5 yL de H20 estéril livre de
DNAse e RNAse, 5 uL do DNA da amostra. Todas as reag¢des foram realizadas na
presenca de controle positivo, contendo DNA gendmico especifico da bactéria em
analise e controle negativo, sem DNA molde.

A termociclagem utilizada foi de 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos a 95 °C por
30 segundos e 56 °C por 1 minuto. Apos a reagao de PCR, foi feita a curva de

dissociagao (curva de Melting) com temperatura entre 60 °C e 95 °C. Todas as



32

reacoes foram feitas em placas MicroAmp® optical 96-well e adesivos Opticos
(Applied Biosystems®, California, Estados Unidos). Os dados foram analisados
utilizando o programa Step One 2.1™ (Apllied Biosystems®, California, Estados
Unidos).

Os resultados foram analisados com base nos escores de CT (cycle
threshold) obtidos das amostras.

4.2 Estudo In Vitro

No estudo in vitro se seguiram os seguintes protocolos.

Fontes de Luz: Foram utilizadas duas fontes de luz com diferentes
comprimentos de onda para ativar os fotossensibilizadores (Figura 6). A fonte de luz
para ativar o FS Hipericina-glucamina deve ter comprimento de onda de 590 nm,
coincidindo com a banda de absor¢do maxima da Hipericina, e para ativar o FS
Ftalocianina-glucamina a luz deve ter comprimentos de onda de 655 nm, coincidindo
com a banda de absorgdo maxima da Ftalocianina. Foi utilizado uma biotable que
emite luz vermelha, com comprimento de onda de 655 nm (MM Optics, S&o
Carlos/SP, Brasil) e uma biotable que emite luz ambar, com um comprimento de
onda de 590 nm (DMC equipamentos Ltda, Sdo Carlos/SP, Brasil).

Figura 6 — Biotables: Biotable de luz vermelha (6a); Biotable de luz ambar(6b)

Fonte: Elaboragao propria.

Cepas microbianas e condigcdes de crescimento Bacteriano: Foram
utilizadas neste estudo cepas de referéncia Porphyromonas gingivalis (ATCC
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37277), Aggregatibacter actynomicetemcomitans (JP2), Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25586) e Streptococcus oralis (ATCC 35037).

Reativacao e Manutencgao das espécies bacterianas: Os micro-organismos
armazenados a -80 °C foram reativados em agar brucellas (Himedia, Mumbai, India)
suplementado com extrato de levedura (Himedia, Vadhani/MB, India), sangue de
carneiro desfibrinado, hemina e menadiona e mantidos a 37 °C. As cepas de P
gingivalis e F. nucleatum foram incubadas em anaerobiose (85% N2, 10% de H2, 5%
de CO.) (Don Whitley, Shipley, Inglaterra), e as cepas de A. actynomicetemcomitans
e S. oralis em jarra de microaerofilia por um tempo que variou de acordo com as
exigéncias fisiolégicas de cada micro-organismo. A partir das colonias crescidas em
placa, foi realizada coloragdo de Gram para identificagdo bacteriana por morfologia.
Uma vez confirmadas, as colbnias foram transferidas para tubos com 10 mL de BHI
(Brain Heart Infusion, Difco™ BD, Rutherford/NJ, USA) suplementado com extrato
de levedura (Himedia, Vadhani/MB, India), hemina (10 mg/pL) e menadiona (5
mg/uL), seguido de agitacdo por vortex. Posteriormente foram incubadas overnight
(seguindo as condig¢des especificas descritas na reativagdo dos micro-organismos).
A turbidez do material resultante foi estimada pela determinacdo da absorbancia
através da densidade O6ptica de 600 nm com o auxilio do espectrofotdmetro
(Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha). Quando a fase mid-log foi atingida, cada
indculo foi diluido para obter concentracéo final de 1x107 unidades formadoras de
colénia (UFC mL") em meio BHI. Para a subsequente formagéo de biofilme, foram
realizadas diluigbes seriadas em solugdo salina de cada micro-organismo e
inoculadas em placas de cultura com agar brucellas suplementado (como descrito

anteriormente) para determinagéo do valor de UFC mL"".

Formacao e tratamento do Biofilme multiespécie: Para a formacado do
biofilme multiespécies em placa de microtitulagado (n=9), P. gingivalis, F. nucleatum,
A. actynomicetemcomitans e S. oralis foram utilizados, conforme protocolo descrito
por Millhouse et al.’?® (2014) e Ramage et al.'?' (2017).

Foram  utilizados 1000 ppL de suspensdo bacteriana de S.
oralis correspondendo a 1x10” UFC mL" e adicionada nas primeiras 24 horas.
Posteriormente, o sobrenadante foi removido e 1000 pL de F. nucleatum (1x10” UFC
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mL-") foi adicionado e os biofilmes foram incubados por mais 24 horas. Em seguida o
sobrenadante foi removido e, 500 uL de P.gingivalis (1x10” UFC mL™") e 500 pL de
A. actinomycetemcomitans (1x10” UFC mL") foram adicionados ao biofiime e
incubados por mais 4 dias. Em todo o processo de desenvolvimento, os biofiimes
foram mantidos a 37 °C, em condi¢cdes anaerobias em camera de anaerobiose (85%
N2, 10% de H2, 5% de CO2) (Don Whitley, Shipley, Inglaterra) como mostrado na
Figura 7 e Figura 8, e o meio renovado a cada 24 horas'?!

Figura 7 — Camera de anaerobiose

Fonte: Elaboragao propria.

Grupos e tratamentos: O meio de cultura de cada pogo foi retirado
delicadamente e o biofilme maduro foi lavado com tamp&o fosfato estéril (PBS, 100
mM NaCl, 100 mM NaH2PO4, pH 7.2). Imediatamente apds a lavagem do biofilme,
os tratamentos foram aplicados seguindo a distribuigao:

- Grupo Controle Negativo (controle-): aplicagdo de 500 L de solugédo de PBS
estéril por 60 segundos, sem tratamento.

- Grupo Controle Positivo (controle+): aplicacdo de 500 uyL de clorexidina
0,12% por 60 segundos.

- Grupo Ftalocianina-glucamina (Ft-g): aplicaggo de 200 pL de
fotossensibilizador Ftalocianina-glucamina por um tempo total de 64 minutos e 35

segundos.
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- Grupo Hipericina-glucamina (Hy-g): aplicagdo de 200 L de
fotossensibilizador Hipericina-glucamina por um tempo total de 16 minutos.

- Grupo Luz Vermelha (LV): irradiagdo com biotable (660nm; 39,65 J/cm?)
durante 54 minutos e 35 segundos.

- Grupo Luz Ambar (LA): irradiagdo com biotable (590nm; 39,30 J/cm2)
durante 6 minutos.

- Grupo Ftalocianina-glucamina e luz vermelha (aPDT1): aplicagdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana com 200 pl do fotossensibilizador Ftalocianina-
glucamina, foram aguardados 10 minutos de incubagéo, depois a placa foi irradiada
com biotable (660nm; 39,65 J/cm?) durante 54 minutos e 35 segundos.

- Grupo Hipericina-glucamina e luz ambar (aPDT2): aplicagdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana com 200 pl do fotossensibilizador Hipericina-glucamina,
foram aguardados 10 minutos de incubagdo, depois a placa foi irradiada com
biotable (590nm; 39,30 J/cm?) durante 6 minutos.

Figura 8 — Metodologia estudo in vitro
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Fonte: Elaboragao propria.

Analise de Expressao génica: Uma aliquota de 90 yL da amostra de cada
poco, foi colocada em eppendorf para fazer a imediata extracdo de DNA. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata em experimentos independentes.
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Teste de viabilidade: Uma aliquota de 10 pL de PMA foi adicionada na
amostra anteriormente descrita e incubadas por 5 minutos no escuro. As amostras
foram expostas (com a tampa do eppendorf aberta) por 10 minutos a uma fonte de
luz de halogénio de 650W colocada 20 cm acima das amostras, estas foram

mantidas em gelo durante esse periodo, para evitar aquecimento.

Extracao de DNA: Para a extracdo do DNA foi utilizado o sistema QlAamp
DNA minikit® (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), segundo o protocolo fornecido pelo
fabricante, conforme descrito na metodologia da extragao do estudo in vivo.

Os eppendorfs foram centrifugados por 10 min a 8000 rpm, para a formagao
do pellet, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o pellet ressuspendido em
180 uL de lisozima, em seguida, aquecidas a 37 °C por 30 minutos em banho seco
(Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg, Alemanha), se adicionou 20 pL de
proteinase K e 200 yL de Buffer AL seguido de agitagdo por vortex durante 10
segundos para uma nova incubagao a 56 °C durante 30 minutos. Apds este periodo,
foi realizado um novo ajuste da temperatura para 95°C e o material foi novamente
incubado por 15 minutos, seguido de uma ligeira centrifugagdo. Em seguida, foram
adicionados 200 pul de etanol, agitando-se durante 15 segundos e centrifugando

brevemente.

A solugéo resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QlAamp DNA
minikit® e centrifugada a 8.000 rpm por um minuto. O dispositivo com a coluna foi
removido do tubo e recolocado em um tubo limpo. Foram adicionados 500 pl de
Buffer AW1 ao dispositivo com a coluna, que foram centrifugados a 8.000 rpm por 1
minuto. O procedimento de lavagem foi repetido com 500 pl de Buffer AW2, seguido
de centrifugagcdo a 14.000 rpm durante 3 minutos. O DNA extraido da coluna foi
diluido pela adi¢gao de 200 ul de Buffer AE. Apds a adigao foi aguardado 5 minutos e
a solugao foi centrifugada a 8.000 rpm durante 1 minuto, posteriormente as amostras
foram transferidas do dispositivo para o eppendorf de armazenamento. As mesmas

foram armazenadas a -20°C.

Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qQPCR): Este teste teve
como objetivo quantificar as seguintes bactérias: P.gingivalis (ATCC 33277), A.
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actynomicetemcomitans (JP2), F. nucleatum (ATCC25586), e S. oralis (ATCC
35037). Os primers especificos (5 — 3’) utilizados para o qPCR foram adquiridos
pela Life Technologies (Life Technologies do Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil) e estao
listadas no Quadro 1.

Os oligonucleotideos foram dissolvidos em solugdo estéril contendo Tris HCI
(10 MM — pH 7,6) e EDTA (1 mM — pH 8,0) em volume calculado para concentragao
final de 25 pM.

Quantificagcado e amplificagdo do DNA: As reacbes do qPCR foram
realizadas utilizando o aparelho Step One™ Real Time PCR System (Apllied
Biosystems®, California, Estados Unidos). Reacdes em triplicata foram preparadas
em volume total de 25 pL contendo 12,5 yL de Takyon ROX Probe 2x Master Mix
blue dTTP (Eurogentec, Searing, Bélgica), 1 yL de cada par de oligonucleotideo (Life
Technologies do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), 5,5 yL de H20 estéril livre de
DNAse e RNAse, 5 uL do DNA da amostra. Todas as reag¢des foram realizadas na
presenca de controle positivo, contendo DNA gendmico especifico da bactéria em

analise e controle negativo, sem DNA molde.

A termociclagem utilizada foi de 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos a 95 °C por
30 segundos e 56 °C por 1 minuto. Apds a reagdo de PCR foi feita a curva de
dissociagao (curva de Melting) com temperatura entre 60 °C e 95 °C. Todas as
reacoes foram feitas em placas MicroAmp® optical 96-well e adesivos Opticos
(Applied Biosystems®, California, Estados Unidos). Os dados foram analisados
utilizando o programa Step One 2.1™ (Apllied Biosystems®, California, Estados
Unidos).

Os resultados foram analisados com base nos escores de CT (cycle
threshold) obtidos das amostras.

4.3 Analise Estatistica Modelo Biofilme In Vivo

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc.) e os resultados expressos como médias + desvio padrao.
A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e os
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dados normalmente distribuidos foram analisados utilizando ANOVA two-way. As

diferengas foram consideras estatisticamente significantes com p<0,05.

4.4 Analise Estatistica Modelo Biofilme Multiespécie In Vitro

O software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.) foi utilizado para
realizar todas as analises estatisticas. A normalidade das variaveis foi confirmada
com o teste de Shapiro-Wilk e as diferengas entre os grupos foram avaliadas com a
ANOVA e Tukey teste post-hoc configurados para cada bactéria separadamente. As
diferengas foram consideras estatisticamente significantes com p<0,05. Para todos

os resultados, trés experimentos independentes foram realizados em triplicata.
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5 RESULTADOS
5.1 Efeitos Da aPDT No Modelo Biofilme In Vivo

Na analise no modelo in vivo, foram analisadas amostras de biofilme que se
acumularam nas ligaduras, em diferentes periodos (7 e 30 dias), apés uma unica
aplicacdo de aPDT no periodo baseline, com o objetivo de verificar a eficacia
antimicrobiana da terapia com os dois FS, independentemente de qualquer outra
forma de tratamento, dados de suporte estdo no APENDICE A.

No periodo baseline, quando se analisa o efeito da terapia sobre P. gingivalis
(Figura 9), pode se identificar diferencas estatisticamente significativas na redugao
da viabilidade para os grupos FS (Ft-g = 12,19%; Hy-g = 4,45%), LEDs (LV = 7,19%)
e aPDT 2 (14,64%) quando comparados ao grupo controle. Quando se analisa o
efeito da terapia sobre F. nucleatum (Figura 10), as diferengas estatisticamente
significativas foram observadas nos grupos FS (Ft-g = 7,85%), LEDs (LV = 9,23%) e
aPDT 2 (8,78%) quando comparados ao grupo controle. Quando se analisa o efeito
da terapia sobre S. oralis (Figura 11), as diferengas estatisticamente significativas
foram observadas nos grupos FS (Ft-g = 26,75%; Hy-g = 17,42%), aPDT 1 (13,16%)
e aPDT 2 (19,29%) quando comparados ao grupo controle. Neste periodo de
baseline n&do se identificaram diferengas estatisticamente significativas na redugao
da viabilidade para nenhum dos grupos para a A. actynomicetemcomitans (Figura
12). Estes resultados demonstram a efetividade da terapia no momento da
aplicacdo, mesmo se tratando de uma condicdo onde nao foi realizado nenhum

outro tratamento como a raspagem, dados de suporte estdo no APENDICE A.

Os resultados no periodo baseline estdo caracterizados por mostrar uma
reducao da viabilidade celular para P. gingivalis (Ft-g = 12,19%; Hy-g = 4,45%; LV =
7,19%; aPDT2 = 14,64%), para S. oralis (Ft-g = 26,75%; Hy-g = 17,42%; aPDT 1 =
13,16%; aPDT 2 = 19,29%), no entanto, nessas condi¢des, para o micro-organismo
A. actynomicetemcomitans o mesmo efeito inibitoério ndo foi obtido. Estes resultados
demonstram a efetividade da terapia no momento da aplicacdo, mesmo se tratando
de uma condi¢cdo onde n&o foi realizado nenhum outro tratamento como a raspagem

e alisamento radicular.



40

Para o periodo de 7 dias, o comportamento foi diferente, quando se analisa o
efeito da terapia sobre A. actynomicetemcomitans (Figura 12), pode se identificar
diferencgas estatisticamente significativas na redugao da viabilidade para o grupo, FS
(Hy-g = 6,39%) quando comparados ao grupo controle. Quando se analisa o efeito
da terapia sobre S. oralis (Figura 11), as diferengas estatisticamente significativas
foram observadas nos grupos LEDs (LV = 20,47%; LA = 19,42%) quando
comparados ao grupo controle. Neste periodo ndo se identificaram diferencas
estatisticamente significativas na redugdo da viabilidade para nenhum dos outros

grupos.

No periodo de 30 dias, a tendéncia na inibicdo da viabilidade também foi
diferente, sendo observado diferengas estatisticamente significativas para A.
actynomicetemcomitans (Figura 12), com os grupos LEDs (LA = 4,66%), aPDT 1
(4,06%) e aPDT 2 (10,80%) quando comparados ao grupo controle. Os outros

grupos permaneceram sem diferencgas estatisticamente significativas.

Figura 9 - Resultados microbiolégicos de P. gingivalis obtidos por gPCR nos periodos
Baseline, 7 dias e 30 dias apos o tratamento de diferentes Terapias Fotodindmicas
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Letras maiusculas permitem comparagdes entre os periodos para 0 mesmo grupo e letras
minusculas permitem comparagdes entre os grupos para o mesmo periodo. Diferengas
estatisticas estéo representadas por letras diferentes (ANOVA two-way, p<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 10 - Resultados microbiolégicos de F. nucleatum obtidos por gPCR nos periodos
Baseline, 7 dias e 30 dias apods os diferentes tratamentos.
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Letras maiusculas permitem comparagdes entre os periodos para 0 mesmo grupo e letras
minusculas permitem comparagdes entre os grupos para o mesmo periodo. Diferengas

estatisticas estéo representadas por letras diferentes (ANOVA two-way, p<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 11 - Resultados microbiolégicos de S. oralis obtidos por gPCR nos periodos
Baseline, 7 dias e 30 dias apos o tratamento de diferentes Terapias Fotodindmicas

Antimicrobianas.
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Letras maiusculas permitem comparagdes entre os periodos para 0 mesmo grupo e letras
minusculas permitem comparagdes entre os grupos para o mesmo periodo. Diferengas

estatisticas estao representadas por letras diferentes (ANOVA two-way, p<0,05)

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 12 - Resultados microbioldgicos de A. actinomycetemcomitans obtidos por gPCR nos
periodos Baseline, 7 dias e 30 dias apds o tratamento de diferentes Terapias Fotodinamicas
Antimicrobianas.
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Letras maiusculas permitem comparagdes entre os periodos para 0 mesmo grupo e letras
minusculas permitem comparagdes entre os grupos para o mesmo periodo. Diferengas

estatisticas estao representadas por letras diferentes (ANOVA two-way, p<0,05)

Fonte: Elaboragao propria.

5.2 Efeitos Da aPDT No Modelo De Biofilme Multiespécie In Vitro

Pode-se observar que, no modelo de biofilme multiespécies desenvolvido, os
tratamentos que obtiveram diferengcas estatisticas na inibicdo da viabilidade
bacteriana de P. gingivalis, F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans (Figura 13 e
Figura 14), foram os grupos com LED vermelho (P. gingivalis 15,46%; F. nucleatum
18,36%; A. actinomycetemcomitans 17,11%) e aPDT com Ft-g + LED vermelho (P.
gingivalis 12,58%; F. nucleatum 17,47%; A. actinomycetemcomitans 23,15%),
quando comparados aos grupos controles negativos. Os resultados observados com
S. oralis ndo tiveram diferengas estatisticamente significativas para nenhum dos
grupos. Por outro lado, o uso de Hy-g neste modelo apresentou uma tendéncia
diferente, sem obter diferengas estatisticamente significativas quando comparado

aos grupos controle em qualquer um dos micro-organismos analisados.
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Figura 13 - Efeito das Terapias Fotodindmicas Antimicrobianas em biofilmes

multiespécies pré-formados, obtidos pela técnica de qPCR.
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Letra ‘@’ corresponde a diferengca estatistica em relagdo ao grupo controle. Letra ‘b’
corresponde a diferenga estatistica em relagdo ao grupo Clorexidina (CHX). Letra ‘c’
corresponde a diferenca estatistica em relacdo ao grupo Ftalocianina-glucamina (FTA).
Letra ‘d’ corresponde a diferenga estatistica em relagdo ao grupo Hipericina-glucamina
(HIPER). Letra ‘e’ corresponde a diferenga estatistica em relagdo ao grupo LED vermelho.
Letra ‘f' corresponde a diferenga estatistica em relagdo ao grupo LED a&mbar. Letra ‘g’
corresponde a diferenga estatistica em relagdo ao grupo LED vermelho + Ftalocianina-
glucamina (aPDT 1). Letra ‘h’ corresponde a diferenga estatistica em relagdo ao grupo LED
ambar + Hipericina-glucamina (aPDT 2). (ANOVA, p <0,05).

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 14 - Efeito das Terapias Fotodindmicas Antimicrobianas nos diferentes micro-

organismos
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A. actynomicetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis, S. oralis categorizados por
tratamento. O simbolo * nas colunas indicam uma diferenca significativa com o
baseline; Teste ANOVA (p <0,05).

Fonte: Elaboragao propria.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou in vivo e in vitro uma diminuicdo na viabilidade
dos micro-organismos aplicando aPDT mediada pelos fotossensibilizadores
Hipericina-glucamina e Ftalocianina-glucamina nos modelos de biofilme testados.
Estes resultados microbiol6gicos complementam outras analises conduzidas pelo
nosso grupo de pesquisa. Até o momento ndo ha estudos relatando a avaliagado da
atividade antibacteriana da aPDT com a técnica PMA-qPCR sobre os micro-
organismos testados (P. gingivalis, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans e S.
oralis)

Segundo Castano e Hamblin'?212 (2004) aPDT atua essencialmente na
parede ou membrana celular e o dano parece ser proporcional as espécies reativas
produzidas (pelos mecanismos do tipo | e Il), particularmente o oxigénio singlete.
Malik et al.’"®, e Nitzan, et al."’®, demostraram que as bactérias Gram-positivas (G+)
sdo geralmente mais suscetiveis a fotoinativagdo, enquanto as Gram negativas (G-)
sdo mais resistentes como, essa resisténcia € atribuida a configuragdo da
membrana externa que proporciona uma barreira protetora para os micro-
organismos, a configuragdo desse membrana externa possui um grande espago
periplasmico cercado por camadas de peptidoglicano, entre as membranas
citoplasmaticas externas e internas, o que pode ser um desafio para a penetragao
dos FS, assim o uso de um FS catibnico (+), teria maior atividade fotodinadmica
contra bactérias G-, uma vez que essa carga positiva tipica do FS promove uma
ligacdo eletrostatica a superficie externa desse tipo de bactéria, induzindo um dano
inicial que favorece a penetragdo de FS como descrito por Cieplik et al.””, e George

et al 8.

Os FS utilizados neste estudo, foram modificados seguindo o principio de
conversdo das moléculas, buscando torna-las mais hidrofilicas e com uma carga
catibnica, sem afetar a sua composicédo. Para isso foi adicionada uma molécula de
glucamina como descrito por Bernal et al.** e de Melo et al*®, estes autores
demostraram que essa propriedade aumenta a eficiéncia fotodindmica sobre

algumas cepas bacterianas especificas, sugerindo que, além de promover uma
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juncao eletrostatica mais seletiva, ocorre maior acumulo intracelular de FS hidrofilico

em bactérias G-.

Os resultados para o modelo in vivo apresentam variagdes particulares para
cada micro-organismo, isto devido as caracteristicas especificas deles como citado
anteriormente, e as variagdes significativas também ocorrem nos diferentes
periodos, fazendo uma analise individual desde essa perspectiva, a maior reducao
da viabilidade foi para S. oralis no periodo baseline, isso confirma que os FS
testados sao altamente efetivos quando aplicados com a técnica de aPDT contra
micro-organismos anaerobios facultativos e G+, n&o entanto para A.
actinomycetemcomitans que € anaerébio facultativo e G-, essa redugao se observa
no periodo de 7 e 30 dias, e para P. gingivalis e F. nucleatum que sao anaerobios
estritos e G-, a reducdo se apresenta s6 no periodo baseline, assim podemos
afirmar que com uma aplicacdo de aPDT sao obtidas redu¢des na viabilidade dos
micro-organismos aerobios e G-, imediatamente apods a aplicagao do tratamento, no
entanto se ndo se aplicam outros tratamentos ou repeticdes de aPDT, os micro-
organismos que estdo organizados em biofilmes aumentam sua viabilidade, esses
resultados podem estar relacionados a teoria da recolonizagcdo bacteriana que é
descrita na literatura''3124125 em que a relagdo homeostatica dos biofiimes ¢é
restaurada através da recolonizagdo microbiana com espécies bacterianas
especificas e pelo processo de cicatrizagdo dos tecidos ao redor do dente, que no
nosso modelo ocorreria, nos periodos de 7 e 30 dias. O fato de a ligadura ficar no
local aonde foi aplicado a terapia, também seria um fator limitante, ja que essa
ligadura favoreceria a um maior acumulo do biofilme. Outro fator que deve ser
considerado é a caracteristica do biofiime aderido a ligadura, Davies et al.'?®, e
Dougherty et al.’?”, demonstraram que pode existir diferentes fenétipos microbianos,

e que isso pode levar a diminuigao da acédo da aPDT.

Embora os parametros de aplicagao de tempo da luz LED utilizados foram os
que demonstraram bons resultados em outros estudos®¢8', a busca por um protocolo
da terapia é um desafio. Wenzler et al.'?® concluiram que a irradiagéo transgengival
apresenta efetividade na aPDT mas que deve-se levar em consideracdo uma
possivel diminuicdo da poténcia da fonte de luz.
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No nosso modelo in vivo ha limitagcbes que se comparam as descritas por
Matevski et al.’?® como o tempo para a resposta bioldgica, o fato de realizar apenas
uma aplicagéo de aPDT, a presencga de materiais organicos, como o fluido gengival,
saliva, sangue e exudato, bem como, distribuicdo de luz na area aplicada, presenca
de matriz extracelular, entre outros que podem interferir no mecanismo de acéo do
aPDT. Outra limitacdo importante € o tempo de acédo dos FS, onde a producdo de
ROS é limitada devido ao baixo oxigénio disponivel nesses locais, ja que as
bactérias aerdbicas e anaerobicas facultativas consomem grande parte do oxigénio
presente.

Longo et al.”™ reportaram que varias aplicagdes de aPDT tém um resultado
sinérgico, e que os resultados podem ser potencializados quando combinados com
uma terapia mecanica, como RAR, nesse estudo avaliaram multiplas aplicacbes de
aPDT (azul de metileno + InGaAlP) em periodontite induzida em ratos e obtiveram
uma diminui¢cao de A. actynomicetemcomitans, o que sugere que a fonte de luz é um
fator que também pode modificar os resultados, em nosso estudo, ndo foram
realizadas aplicagbes multiplas, nem outros tipos de tratamentos, com o objetivo de

nao interferir na analise microbioldgica especifica de uma unica aplicagédo de aPDT.

No estudo in vitro, quatro cepas diferentes de bactérias associadas a DP
foram utilizadas (Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actynomicetemcomitans, Fusobacterium nucleatum e Streptococcus oralis) levando-
se em consideragdo que a presenga destes micro-organismos tem sido comprovada
em diferentes estudos''-133 de caracterizagdo da DP em ratos. Cada uma dessas
cepas tem uma funcao diferente nas fases de formacdo e maturagcao do biofilme
como descrito na literatura'®"4 bem como uma estrutura bacteriana com diferentes
mecanismos fisioldgicos'*13%, Os resultados obtidos no modelo in vitro, podem estar
relacionados com a caracteristica dos micro-organismos, decorrente de diferengas
na parede celular e/ou na sua estrutura como mencionado no modelo in vivo. Os
resultados obtidos também podem estar relacionados ao protocolo de aplicagdo da
luz, onde os grupos que receberam tratamentos com luz ambar ficaram por um
tempo menor de exposi¢ao a luz, para ser compativel com a dosagem proposta, e
que foi o tempo necessario para se obter a dose similar a utilizada pelo LED do

modelo in vivo, dose que também tem sido utilizada em outros estudos36.137,
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Um desafio importante ao usar um diagnostico molecular para identificagao
microbiana, particularmente quando tratamentos antimicrobianos sao aplicados, é a
diferenciagdo entre bactérias viaveis e n&o viaveis. A técnica de analise
microbioldgica utilizada no presente estudo foi qPCR em combinagcdo com PMA,
para obter uma diferenciagdo na quantificagao de células viaveis e nao viaveis, como
Loozen et al.''® e Sanchez et al.''® tem demonstrado que a técnica facilita a
deteccdo seletiva apenas de micro-organismos viaveis nesse meio contendo n&o

viaveis.

Nos dois estudos, in vitro e in vivo, foram utilizados grupos controles
negativos. Cieplik et al.’® descreve a importancia destes grupos uma vez que 0s
grupos controle negativos avaliam isoladamente o uso da fonte de luz ou do FS, e o
controle positivo no estudo in vitro avalia a eficacia da aPDT comparada ao efeito de
um medicamento que ja demonstrou exibir propriedades antimicrobianas evidentes,
como é a clorexidina, mas que também apresenta algumas limitagcbes como as

descritas por Wand et al'38,

Nossos resultados, embora nao apresentem importantes diferencas
estatisticamente significativas, facilitam o entendimento do comportamento biolégico
na reducao da viabilidade quando comparadas ao grupo controle. Estes resultados,
evidenciam que aPDT, com o FS e fonte de luz adequado € um método promissor
para o controle de micro-organismos periodonto patogénicos, no entanto, mais
estudos sdo necessarios para verificar a eficacia desta modalidade de tratamento,
avaliando novos parametros de aplicacdo da luz e novas modificacbes nos
fotossensibilizadores, e também a associacdo de aPDT com terapias mecanicas que

promovam uma disbiose.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as metodologias utilizadas e dentro das limitagdes dos

estudos, podemos concluir:

1. A aPDT apresenta reducdes na viabilidade das cepas que foram utilizadas
nos diferentes modelos.

2. Embora os fotossensibilizadores utilizados, tenham sido modificados para
melhorar o comportamento nos modelos estudados, ainda € limitada a sua

acao contra micro-organismos anaerébios e G- em forma de biofilmes.

3. Mais estudos in vitro e in vivo sao necessarios para elucidar a agao da
aPDT e o efeito destes fotossensibilizadores como terapia coadjuvante no
tratamento da Doenca Periodontal.
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APENDICE A - RESULTADOS

Resultados do modelo in vivo

Resultados obtidos por qPCR-PMA nos periodos Baseline, 7 dias e 30 dias
apos o tratamento. *P Value refere-se as diferengas estatisticamente significantes
entre os grupos no mesmo periodo; analise de variancia (ANOVA) para medidas
repetidas e testes de Tukey. TP Value refere-se as diferengas estatisticamente
significativas para cada grupo entre os periodos em comparagédo com baseline (P

<0,05); analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas e testes de Tukey.

A. actinomycetemcomitans:

Grupo Baseline DP 7 Dias DP 30 Dias DP P Valuet
Grupo Controle 9,756 +0,54 8,753t +0,30 8,75t +£0,34 P <0.05
Ftalocianina-glucamina (FTA) 9,312  +0,51 8,953t +0,61 8,733+ 0,36 P <0.05
Hipericina-glucamina (HIPER) 9,867 +0,40 8,193*t +0,23 8,7471 0,27 P <0.05
LED vermelho (LV) 9,899 +0,48 9,336*t +0,52 8,5361t +0,44 P <0.05
LED ambar (LA) 10,58* +0,58 9,544*t +045 8,342*t 10,36 P <0.05
aPDT 1 10,25* +0,47 8,366t +0,27 8,394*t 0,35 P <0.05
aPDT 2 9,573 +0,14 8,445t +0,44 7,805*t +0,75 P <0.05
P Value* P <0.05 P <0.05 P <0.05

F. nucleatum:

Grupo Baseline DP 7 Dias DP 30 Dias DP P Valuet
Grupo Controle 9,982 +0,20 8,399t +0,27 9,185% +0,59 P <0.05
Ftalocianina-glucamina (FTA) 9,198* +0,32 9,346* +0,27 9,102 + 0,36 P <0.05
Hipericina-glucamina (HIPER) 9,651 +0,14 9,045*t +0.52 9,322 + 0,55 P <0.05
LED vermelho (LV) 9,060* + 0,36 9,154* +0,58 8,805 +0,70 P <0.05
LED ambar (LA) 10,12 +0,22 9,172*t + 0,64 8,88t +0,82 P <0.05
aPDT 1 9,762 +0,42 9,452* +0,29 9,417 +0,42 P <0.05
aPDT 2 9,105* +0,43 9,428* +0,11 9,268 +0,33 P <0.05
P Value* P <0.05 P <0.05 P <0.05

P. gingivalis:

Grupo Baseline DP 7 Dias DP 30 Dias DP P Valuet
Grupo Controle 6,896 +0,11 6,082t +0,39 6,987 +0,31 P <0.05
Ftalocianina-glucamina (FTA) 6,055 +0,43 6,365 + 0,34 7,046t +0,24 P <0.05
Hipericina-glucamina (HIPER) 6,589* +0,39 6,517* + 0,60 7,05t + 0,26 P <0.05
LED vermelho (LV) 6,400 +0,30 6,503* +0,32 6,729 +0,56 P <0.05
LED ambar (LA) 6,993 +0,12 5,991 +0,48 6,898 +0,45 P <0.05
aPDT 1 6,743 +0,26 7,135*% +0,18 6,951 +0,39 P <0.05
aPDT 2 5,886* +042 6,733*t +0,35 6,677t +0,38 P <0.05
P Value* P <0.05 P <0.05 P <0.05

S. oralis:



Grupo

Grupo Controle
Ftalocianina-glucamina (FTA)
Hipericina-glucamina (HIPER)
LED vermelho (LV)

LED ambar (LA)

aPDT 1

aPDT 2

P Value*

Resultados do modelo

Resultados obtidos pela técnica de qPCR-PMA. *P Value
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos; analise

(ANOVA).

Grupo Controle DP
A. actinomycetemcomitans 8,775 +0.93
F. nucleatum 8,994 +0.46
P. gingivalis 6,607 +0.33
S. oralis 8,812 +0.49
P Value* P <0.05

Baseline

2,628
1,925*
217*

2,86

2,51
2,282*
2,121*

P <0.05

in vitro

CHX0.12% DP
8,039 +0.84
9,117 +0.34
6,273 +0.28

8,53 +0.52
P <0.05

DP
+0,30
+0,50
+0,41
+0,43
+0,52
+0,30
+0,14

FTA DP

7,578 +0.81
8,368 +0.66
6,045 +0.27
8,373 +0.53

P <0.05

7 Dias

2,554
2,6711
2,727t
2,031*t
2,058*t
2,668t
2,756t

P <0.05

HIPER DP

8,583 +0.57

P <0.05

DP

+0,26
+0,30
+0,33
+0,40
+0,39
+0,20
+0,28

LV DP

7,959 +0.75 7,272* +0.84
8,738 £0.50 7,342* £0.82
6,301 £0.25 5,587* +0.40
8,817 +0.40

P <0.05

30 Dias
2,626
2,898%1
2,825%
2,816
2,981
2,93871
2,983t
P <0.05

LA DP

8,894 +0.60
8,511 +0;49
6,494 +0.27
8,601 +0.30

P <0.05

DP
+0,35
+0,34
+0,23
+0,44
+0,26
+0,44
+0,26

aPDT1 DP
6,741* +0.74
7,423* +0.52
5,772* +0.58

8,34 +0.65
P <0.05

64

P Valuet
P <0.05
P <0.05
P <0.05
P <0.05
P <0.05
P <0.05
P <0.05

refere-se as

de variancia

aPDT2 DP
9,054 £0.70
12,24* £0.42
7,632 +0.23
9,789 +0.20
P <0.05
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