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RESUMO 

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (antimicrobial Photodynamic Therapy – 
aPDT), tem sido utilizada como uma terapia coadjuvante na doença 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 progressão da doença periodontal induzida experimentalmente em 
ratos, assim como sobre um modelo de biofilme 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 doença 
periodontal induzida experimentalmente em ratos após 7 dias de indução 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 âmbar (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 após a 
aplicação dos tratamentos no período 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/cm2); LED Âmbar (LED-A, 590nm; 
39,30 J/cm2); aPDT 1 (aPDT-Ft-g + LV); aPDT 2 (aPDT-Hy-g + LA), três 
experimentos independentes foram realizados em triplicata (n=9). Para os dois 
estudos foi analisada a quantificação individual dos micro-organismos pela técnica 
de qPCR combinada com Propidium Monoazide (PMA). Os dados foram submetidos 
a análise estatística (α=0,05). Os resultados do modelo in vivo no período 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 
período 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 período 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. 
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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 (α = 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 INTRODUÇÃO 
 

 O entendimento da patogênese das doenças e condições periodontais está 

continuamente mudando com o aumento do conhecimento científico. A Periodontite 

é definida como uma doença inflamatória dos tecidos de suporte dos dentes, 

causada por grupos de micro-organismos específicos, sítio-específica e 

caracterizada por sinais clínicos como inflamação, sangramento à sondagem e 

perda de inserção1,2. 

 

A terapia periodontal visa reduzir a carga microbiana, mediante remoção 

mecânica do biofilme para impedir ou retardar a progressão da doença periodontal3 

e atualmente o tratamento mais usado é a remoção e desorganização do biofilme, 

sendo a Raspagem e o Alisamento Radicular (RAR) a terapia não-cirúrgica de 

escolha. Os resultados clínicos obtidos com RAR são, em geral, satisfatórios4–6. No 

entanto, esta terapia pode apresentar limitações em determinados quadros clínicos, 

assim, novas terapias têm surgido como alternativas terapêuticas7,8. 

 

 Sabendo da crescente resistência de algumas cepas bacterianas pelo uso de 

antibióticos e do interesse em buscar estratégias terapêuticas que apresentem 

pouco ou nenhum efeito colateral, nos últimos anos, vêm sendo utilizadas terapias 

com fontes de luzes (Lasers e LEDs) para o tratamento das doenças periodontais8. 

Neste contexto, a terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT – Photodynamic 

Antimicrobial Therapy) tem relevância por ser um procedimento coadjuvante pela 

sua ação antimicrobiana e pela pouca invasividade. Vários estudos têm comprovado 

a eficácia da aPDT, tanto em modelos in vitro como in vivo9–15, porém ainda não 

existe consenso para benefícios da aPDT. 

 

 A aPDT como mostrado na Figura 1, consiste na utilização 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 oxigênio, que 

subsequentemente produzem a morte bacteriana e destruição dos seus 

subprodutos14,16. A aPDT apresenta segurança na sua utilização, devido aos seus 

produtos e subprodutos não serem citotóxicos com células não alvo (aonde o FS não 

teve permeabilidade)17. 
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Figura 1 – Diagrama de Jablonski 

 

 
Fonte: Adaptado de Cieplik et al.18 2018 para o português. 

 

 Estudos tem demonstrado que a aPDT é uma terapia coadjuvante no 

tratamento da periodontite crônica, retratamento de bolsas residuais, coadjuvante na 

terapia cirúrgica, terapia de manutenção, dentre outros19–21. Sua indicação na terapia 

de manutenção tem como vantagem o menor desgaste da superfície radicular, neste 

caso reduzindo a incidência da hipersensibilidade dentinária causada pela remoção 

excessiva do cemento radicular nas sessões de manutenção de RAR22. 

 

 Os estudos do grupo de pesquisa de Garcia et al.12 e Theodoro et al.22 que 

avaliaram a utilização da terapia fotodinâmica em associação a raspagem e 

alisamento radicular, em vários modelos, concluíram que a aplicação de aPDT como 

tratamento adjunto à RAR reduziu significativamente os níveis de A. 

actinomycetemcomitans, além de observarem menor perda óssea em área de furca 

quando realizada apenas uma aplicação da aPDT. 

 

 Vários FS estão mencionados na literatura, sendo as fenotiazinas como o azul 

de metileno e azul de toluidina os mais citados, porém estes estudos não têm 

demonstrado vantagens clínicas no tratamento periodontal23,24, 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 irradiação do que bactérias 
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Gram-negativas (G-)25,26. Os parâmetros importantes do FS para esta interação 

bacteriana incluem: solubilidade relativa em água e lipídios, capacidade de 

ionização, fatores específicos como as características de absorção de luz, e a 

eficiência da formação do estado excitado triplete ou da produção de oxigênio 

singleto26–28.  

 

 Portanto, para uma maior eficiência da inativação dos micro-organismos, 

essas diferenças devem ser superadas modificando o FS quanto a sua 

hidrofobicidade e carga, de acordo com a característica celular de cada micro-

organismo26.  A importância da hidrofobicidade baseia-se que em meio aquoso leva 

à autoagregação e, em muitos casos, a uma subsequente precipitação, reduzindo 

drasticamente a capacidade do composto de gerar espécies reativas de oxigênio, 

desse modo, é necessário que o princípio fotoativo apresente-se solúvel em meio 

aquoso para possível aplicação clínica. 

 

 A Hipericina (Figura 2) é um FS natural, presente em plantas herbáceas 

conhecidas como erva de São João (gênero Hypericum perforatum)29. Possui 

propriedades anti-inflamatórias, antissépticas, anti-infecciosas, antivirais, estimula a 

circulação sanguínea e elimina hematomas29–33. É considerada uma quinona 

policíclica (Figura 2a) que, quando ativada, reage com moléculas vizinhas por 

transferência de energia ao oxigênio, induzindo a produção do oxigênio singlete 

(1O2), além de ser potente e fotoestável32,34,35.  

 
Figura 2 - Estrutura química da Hipericina: estrutura base da Hipericina (2a), e sua espécie 

supramolecular Hipericina-glucamina (2b) 

 
Fonte: Macedo et al.36 
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 O FS Hipericina possui característica hidrofóbica e, perde a sua ação quando 

em meio biológico. Uma estratégia proposta para melhorar o comportamento 

químico é a indução da formação de espécies supramoleculares hidrofílicas. Uma 

supramolécula é uma espécie química constituída por duas ou mais moléculas, 

unidas por interações moleculares, visando a obtenção de uma determinada 

propriedade ou funcionalidade37. No caso da Hipericina, para a formação de uma 

supramolécula hidrofílica, é induzida uma reação a partir do grupo fenólico, que cede 

o próton H+, formando a Hipericina-glucamina (Figura 2b).  

 

 A presença de vários grupos hidroxila na supramolécula Hipericina-glucamina, 

fornece os sítios onde as ligações de hidrogênio serão estabelecidas, aumentando 

sua hidrofilicidade. Em estudos prévios in vitro, foram avaliadas diferentes 

concentrações do FS Hipericina. Os resultados mostraram que a concentração de 10 

mg/mL foi capaz de eliminar bactérias G+ e G-26. 

 

 As Ftalocianinas (Figura 3), que são corantes sintéticos semelhantes às 

porfirinas e estruturalmente consideradas azaporfirinas38 têm sido estudadas e 

avaliadas suas aplicações39–41. A Ftalocianina é um macrociclo simétrico composto 

por quatro unidades iminoisoindol com uma cavidade central de tamanho suficiente 

para acomodar vários íons metálicos e este metal central possui influência 

considerável em sua propriedade fotossensibilizadora38,42. Entre as Ftalocianinas, a 

Ftalocianina de cloro-alumínio tem sido sugerida por possuir propriedades fotofísicas 

favoráveis para uso em aPDT, uma vez que produz altas quantidades de oxigênio 

singlete40. A eficácia desse FS associado à luz LED foi comprovada em um estudo in 

vitro que avaliou o potencial fotodinâmico da Ftalocianina de cloro-alumínio diluída 

em nanoemulsão catiônica para inativar as culturas planctônicas e de biofilmes 

formados por Candida albicans41. Outros estudos43–47 têm corroborado a eficiência 

das Ftalocianinas como agentes fotossensíveis na eliminação de micro-organismos 

periodonto patogênicos com uso em aPDT.  
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Figura 3 - Estrutura química da Ftalocianina: Estrutura base da Ftalocianina (3a), 

Ftalocianina acomodando o íon metálico zinco (3b), e a sua espécie supramolecular 
Ftalocianina-glucamina (3c) 

 

 
 Fonte: de Melo et al.48 

 

 Portanto, observa-se que a utilização da aPDT demonstrou efeito 

antimicrobiano contra vários periodonto patogênicos49,50, além de ser capaz de 

reduzir fatores-chave de virulência como lipopolisacarídeos e proteases49,51,52, e 

inativar citocinas inflamatórias do hospedeiro, tais como interleucina 1β e TNFα51.  

 

 Conhecendo as propriedades dos FS Hipericina-glucamina e Ftalocianina-

glucamina, os objetivos deste estudo foram avaliar in vivo (modelo de doença 

periodontal induzida em ratos) a viabilidade das bactérias periodonto patogênicas 

presentes nas ligaduras dos animais após o tratamento com aPDT  nos  diferentes  

períodos, utilizando a técnica de qPCR (PCR quantitativo em tempo real) em 

combinação com Propidium Monoazide (PMA), e in vitro, avaliar a viabilidade das 

bactérias periodonto patogênicas (modelo de biofilme multiespécie) após o 

tratamento com aPDT, utilizando a técnica de qPCR (PCR quantitativo em tempo 

real) em combinação com PMA. 
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2 PROPOSIÇÃO 
 

 Hipótese: A aPDT mediada pelos fotossensibilizadores Hipericina-glucamina e 

Ftalocianina-glucamina promove redução na viabilidade microbiana e possibilita 

melhores resultados no tratamento da doença periodontal.  

 

 Estudo 1: Avaliar a viabilidade das bactérias periodontopatogenicas presentes 

nas ligaduras dos animais após o tratamento com aPDT mediada pelos 

fotossensibilizadores Hipericina-glucamina e Ftalocianina-glucamina, utilizando a 

técnica de PMA-qPCR. 

 

 Estudo 2: Avaliar in vitro a viabilidade das bactérias periodontopatogenicas 

após o tratamento com aPDT mediada pelos fotossensibilizadores Hipericina-

glucamina e Ftalocianina-glucamina, utilizando a técnica de PMA-qPCR. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

Periodontite, juntamente com cárie dentária, são as doenças bucais mais 

comuns e ambas podem levar à perda dentária. É relatado que a prevalência de 

periodontite varia de 31% a 76%53. Os biofilmes orais, compostos por espécies 

bacterianas patogênicas e seus fatores de virulência, são bem estabelecidos como o 

principal agente etiológico das doenças periodontais54. Microrganismos como 

Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e 

Porphyromonas gingivalis, são frequentemente encontrados em locais periodontais 

com sinais de doença55. Essas bactérias desencadeiam uma resposta inflamatória 

exacerbada e consequente progressão da gravidade da doença56. 

 

O uso excessivo, negligenciado e descontrolado de antibióticos levou a 

comunidade científica a uma exploração interminável de novas abordagens 

terapêuticas, uma vez que o desenvolvimento de resistência bacteriana a agentes 

antimicrobianos convencionais é apenas uma questão de tempo. As infecções 

triviais logo se tornarão intratáveis para os medicamentos atualmente disponíveis57. 

O relatório da Organização Mundial da Saúde de 2014 (OMS) alerta para a era pós-

antibiótica, seguida por uma demanda crescente e urgente de ações coordenadas 

contra infecções microbianas58. A aPDT surge como uma alternativa promissora 

contra essa ameaça59. 

 

Sob excitação da luz, um FS aumenta sua energia e, a partir deste ponto, o 

mecanismo aPDT pode atuar em duas vias: tipo I a energia do FS induz a formação 

de radicais na presença de substratos ricos em elétrons e envolve moléculas 

biológicas são atacadas; tipo II é dependente de oxigênio, o FS excitado transfere 

sua energia diretamente para o oxigênio molecular que o cerca, formando oxigênio 

singleto (1O2), responsável pelo maior efeito antimicrobiano da aPDT60,61, a mesma 

terapia já provou ser eficaz para câncer e diferentes doenças infecciosas62. 

Comparado às terapias antimicrobianas convencionais, aPDT mostra algumas 

vantagens: efeito em múltiplos alvos celulares, é por essa razão que o 

desenvolvimento da resistência não foi relatado até o momento; início imediato da 

ação; entrega local; invasividade mínima e fraca repercussão; e lavagem rápida63–66. 
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Em termos de periodontite, aPDT provou ser seguro e eficaz como um complemento 

ao tratamento convencional da doença periodontal em vários estudos67–69. 

 

O biofilme subgengival, que pode ser até 1000 vezes mais difícil de 

interromper70 a drenagem do fluido gengival crevicular e a rotatividade do fluido da 

saliva71 e o difícil acesso aos locais afetados são os principais desafios para o 

controle químico do mesmo. Portanto, a remoção mecânica continua sendo o 

tratamento essencial e fundamental para a periodontite, enquanto as alternativas 

químicas/fotoquímicas precisam de melhorias. Os avanços na aPDT foram 

estudados principalmente através da adição de veículo de nanopartículas e 

modificação das cargas64,71–73 efeito sinérgico com peptídeos antimicrobianos74 e 

otimização do regime de luz75 onde a modificação das cargas é um dos objetivos a 

ser avaliado neste estudo. 

 

Como mencionado anteriormente, o principal mecanismo da aPDT para 

induzir a morte bacteriana, é dado pela formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS)50,76, para cada espécie bacteriana essa formação de ROS é diferente , e no 

biofilme a dificuldade para atingir as camadas mais profundas é uma das grandes 

limitações da terapia. Cieplik et al.77, afirmaram que as bactérias podem desenvolver 

mecanismos de defesa para desintoxicação desses ROS por agentes altamente 

específicos e vias enzimáticas78–80.  

 

A seleção do FS é essencial para alcançar 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 anteriores81 por este grupo, entre os resultados obtidos 

verificou-se que a dose utilizada (10mg/ml) oferece segurança sobre os tecidos 

periodontais. 
 

As primeiras fontes luminosas utilizadas em aPDT foram lâmpadas 

convencionais, com luz não-coerente, policromática e forte componente térmico. 

Com a descoberta e desenvolvimento do LASER (do inglês, Light Amplification 

Stimulated Emission of Radiation), tornou-se possível o uso de luz homogênea de 
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baixa intensidade para ativar a reação fotodinâmica82 e posteriormente a introdução 

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

 

Os LEDs possuem diferenças sobre o laser para o uso clínico: emitem uma 

combinação de comprimentos de onda ideal para reparo de feridas, podem ser 

dispostos em arranjos grandes e achatados permitindo irradiação de uma superfície 

extensa e tridimensional e homogeneidade entre densidade de energia, potência e 

área de campo irradiado83. 

 

As principais características dos LEDs são: longa durabilidade, baixo custo, 

circuitos eletrônicos mais simples e confiáveis, não geração de calor, dimensões 

reduzidas, temperatura de cor (expressa a aparência de cor da luz emitida pela fonte 

de luz), alta eficiência energética (quase toda energia fornecida para o LED é 

transformada em luz e uma pequena porção é perdida na forma de calor)84. A luz 

emitida pelos LEDs é monocromática, não-coerente (emissão estimulada gera fótons 

que se propagam em diferentes direções no tempo e no espaço), não colimada 

(feixe de luz não é unidirecional), menos concentrada que a radiação do laser e mais 

que a luz comum8. Atualmente, há LEDs capazes de emitir luz no modo contínuo e 

pulsátil85. Tem sido válido investigar o valor e os benefícios dos LEDs como fonte de 

luz alternativa para a fototerapia85–87. Adicionalmente, como o LED emite pouco calor 

e em potências ideais consegue obter boa penetração nos tecidos, levando a um 

mínimo risco de dano térmico ao tecido epitelial, o FDA (Food na Drug 

Adminstration) aprovou o uso de LEDs para testes terapêuticos em humanos. 

Entretanto, há poucas evidências sobre o efeito modulatório do LED88–90. Com isso, 

apesar da fototerapia LED ser sugerida para melhorar o processo de reparo de 

feridas91,92 suas vantagens e benefícios ainda são controversos 92. Mais estudos são 

necessários para consolidar a combinação ideal de comprimento de onda, 

densidade de energia, potência, bem como trabalhos que avaliem os 

questionamentos sobre os mecanismos do efeito da luz LED86 e estudos que 

investiguem os efeitos biomodulatórios desta luz em relação a luz laser nos diversos 

âmbitos e tecidos biológicos93. 

 

O FS ideal para a aPDT deve possuir os seguintes requisitos: ser 

quimicamente puro e de composição conhecida, atóxicos ou de baixa toxicidade, ser 
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biologicamente estável, inativos em seu estado fundamental, ser preferencialmente 

retido pelo tecido alvo, ser rapidamente excretado pelo corpo (para prover baixa 

toxicidade sistêmica), ter alta eficiência quântica para o evento fotoquímico, ter forte 

absorção com um alto coeficiente de excitação na faixa de 600-800nm (onde a 

penetração de luz no tecido está no máximo) e o comprimento de onda da luz deve 

permanece energético o suficiente para produzir o oxigênio singlete82,94–96.  

 

Um fato importante é quanto à hidrofobicidade que alguns FS apresentam, 

pois essa propriedade em meio aquoso leva à auto-agregação e em muitos casos a 

uma subsequente precipitação, o que reduz drasticamente a capacidade do 

composto de gerar oxigênio singlete26. Desse modo é necessário que o princípio 

fotoativo se apresenta solúvel em meio aquoso para possível aplicação clínica. Uma 

estratégia interessante para aumentar a solubilidade em meio aquoso de alguns FS 

envolve a formação de espécies supramoleculares hidrofílicas. Uma supramolécula 

é definida como uma espécie química constituída por duas ou mais moléculas 

unidas por interações intermoleculares. Nesse sentido a química supramolecular 

utiliza uma abordagem centrada na associação de moléculas, visando a obtenção de 

uma determinada propriedade ou funcionalidade48. A meglumina, conhecida também 

como N-metilglucamina é um aminocarboidrato derivado da glicose capaz de formar 

espécies supramoleculares binárias hidrofílicas com compostos que possuam em 

sua estrutura átomos de hidrogênio ácidos48. 

 

A formação dos compostos de meglumina envolve como condição uma 

reação ácido-base em que o hidrogênio ácido é transferido ao grupo amina do 

aminocarboidrato. Para viabilizar a formação de espécies supramoleculares entre a 

meglumina e as Ftalocianinas, estas primeiramente são funcionalizadas com grupos 

carboxílicos como a Ftalocianina de zinco tetracarboxilada (FtZnTc)48. 

Posteriormente à inserção dos grupos ácidos, a reação com o aminocarboidrato 

pode ser conduzida produzindo espécies mais solúveis em água.  Esse 

procedimento permite a inserção de até quatro moléculas de meglumina para a 

Ftalocianina de zinco tetracarboxi-N-metilglucamina (FtZnTcG). A presença de vários 

grupos hidroxila na supramolécula fornece os sítios onde as ligações de hidrogênio 

são estabelecidas aumentando a hidrofilicidade das Ftalocianinas48. 
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Os FS mais estudados na erradicação de microrganismos pertencem a 

diferentes grupos de compostos. Na aPDT, os principais são: fenotiazínicos (azul de 

toluidina e azul de metileno), eritrosina, conjugados de clorina, derivados de 

hematoporfirinas e fitoterápicos59. Nas últimas décadas, foram desenvolvidos 

compostos considerados como a segunda geração de corantes, com propósitos 

diagnóstico e terapêutico, entre os quais está incluída uma das alternativas mais 

promissoras para a aPDT, o grupo das Ftalocianinas97,98. O espectro de absorção 

das Ftalocianinas em solução consiste em duas bandas principais centradas em 

torno de 350 nm e 670 nm. Os estudos de Sibata et al.99 (2004); Oliveira et al.100 

(2006); Dobson, Wilson et al.43 (1993); Wilson, Dobson47 (1993) têm corroborado a 

eficiência das Ftalocianinas como agentes fotossensíveis na eliminação de 

microrganismos periodontopatogênicos com uso em aPDT. 

 

A Hipericina é um FS natural, presente em plantas herbáceas conhecidas 

como erva de São João (gênero Hypericum perforatum)101. Possui propriedades anti-

inflamatórias, antissépticas, anti-infecciosas, antivirais, estimula a circulação 

sanguínea e elimina hematomas102. Atualmente é utilizado como medicamento 

fitoterápico em quadros de distúrbios psicovegetativos, estados depressivos, medo 

e/ou ansiedade103. Na aPDT, estudos têm mostrado o grande poder fototóxico da 

Hipericina no tratamento da psoríase e outras doenças de pele104, potente atividade 

anticâncer induzindo tanto apoptose quanto a necrose de células tumorais105, e 

capacidade de promover a inativação de microrganismos, sendo considerado como 

um dos mais potentes fotossensibilizadores encontrados na natureza106,107. Yow 

2012108, determinou o efeito antimicrobiano da terapia fotodinâmica com Hipericina 

em Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e observou que a eficácia da terapia 

foi fortemente afetada pela estrutura celular e absorção do fotossensibilizador. A 

combinação da Hipericina com a irradiação de luz induziu morte celular de S. aureus 

(Gram positivas), mas não foi efetiva para as células de E. Coli (Gram negativas). A 

autora atribuiu tal resultado as diferenças estruturais de parede celular/membrana, 

que afetaram a captação celular de Hipericina. 

 

São parâmetros importantes para a ação do fotossensibilizador: solubilidade 

relativa em água e lipídios, constante de ionização, fatores específicos como as 

características de absorção de luz, e a eficiência da formação do estado excitado 
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triplete ou da produção de oxigênio singleto28,109. Portanto, para uma maior eficiência 

da inativação dos microrganismos essas diferenças devem ser superadas 

modificando o FS quanto a sua hidrofobiciadade e carga, de acordo com a 

característica celular de cada microrganismo110,111. A Hipericina possui característica 

hidrofóbica e perde a sua ação fotossensibilizadora quando em meio biológico, 

devido a auto agregação em meio aquoso e em muitos casos a uma subsequente 

precipitação que reduz drasticamente a capacidade de gerar oxigênio singleto, 

diminuindo sua efetividade na aPDT30,112. Uma estratégia proposta é a indução da 

formação de espécies supramoleculares hidrofílicas, como mencionado 

anteriormente. No caso da Hipericina, para a formação de uma supramolécula 

hidrofílica, é induzida uma reação a partir do grupo fenólico, que cede o próton H+, 

formando a Hipericina-glucamina. A presença de vários grupos hidroxila na 

supramolécula, fornece os sítios onde as ligações de hidrogênio serão 

estabelecidas, aumentando sua hidrofilicidade34. 

 

As cepas utilizadas têm caraterísticas estruturais e fisiológicas específicas, 

sendo Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e Fusobacterium nucleatum (ATCC 

25586) anaeróbias Gram negativas, Aggregatibacter actynomicetemcomitans (JP2) 

anaeróbia facultativa Gram negativa, e Streptococcus oralis (ATCC 35037) 

anaeróbia facultativa Gram positiva113,114. Independente da característica do grupo 

microbiano, também podem ocorrer diferenças dentro de uma mesma cepa 

microbiana. Yow et al.33, demonstraram que diferentes cepas do mesmo micro-

organismo (S. Aureus) podem apresentar diferentes ligações com o FS, 

apresentando variações nos resultados. 

 

Segundo Malik et al.115, e Nitzan et al.116 as bactérias Gram-positivas (G+) são 

geralmente mais suscetíveis à fotoinativação, enquanto as Gram negativas (G-) são 

mais resistentes, essa resistência é atribuída à configuração da membrana externa 

que proporciona uma barreira protetora para os micro-organismos, a configuração 

desse membrana externa possui um grande espaço periplásmico cercado por 

camadas de peptidoglicano, entre as membranas citoplasmáticas externas e 

internas, o que pode ser um desafio para a penetração dos FS. O uso de um FS 

catiônico (+), mostra maior atividade fotodinâmica contra bactérias G-, uma vez que 

essa carga positiva típica do FS promove uma ligação eletrostática à superfície 
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externa desse tipo de bactéria, induzindo um dano inicial que favorece a penetração 

de FS8,77. 

 

Atualmente, várias fontes de luz e FS têm sido estudados com a técnica de 

aPDT nos modelos de DP76, no entanto, ainda existem vários desafios para esta 

técnica, como melhorar a seletividade dos FS para micro-organismos 

periodontopatogênicos, que possuem características estruturais específicas (por 

exemplo as bactérias anaeróbicas, Gram-), e apresentam uma estrutura ainda mais 

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

 

Comité de Ética: O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr) – UNESP 

(Proc. CEUA Nº 07/2012), dentro dos regulamentos exigidos pelo Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) (ANEXO A). 

 

Amostra: Neste estudo foram utilizados Rattus Norvegicus, variação 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 ração e água ad libitum antes e durante todo o período experimental. 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em caixas plásticas coletivas, 

resultando em no máximo 5 animais por caixa.   

 

Indução da Doença Periodontal: Cada animal foi pesado e em seguida 

anestesiado por uma combinação 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 posição supina na mesa 

operatória específica para a manutenção da boca aberta e obtenção de livre aceso 

aos molares. As ligaduras (Fio de algodão no 24, Coats Ltda., São Paulo, Brasil) 

foram inseridas na região subgengival, até a eutanasia dos animais (Figura 5). 

 

Desenho Experimental: 
 

Figura 4 – Desenho experimental 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 5 – Ligaduras: Observamos a região dos molares; 5b, a ligadura em posição; 5c, as 

duas ligaduras em posição; 5d e 5e, acúmulo de biofilme nas ligaduras  

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Preparo dos Fotossensibilizadores: O preparo dos fotossensibilizadores foi 

realizado no Laboratório de Fotossensibilizadores do Instituto de Química de São 

Carlos, Universidade de São Paulo (IQSC-USP). A manipulação dos 

fotossensibilizadores foi feita a partir de soluções estoque, sintetizadas pelo Prof. Dr. 

Anderson O. Ribeiro da Universidade Federal do ABC. A solução estoque do FS 

Hipericina-glucamina (200 µmol L-1), foi obtida em solvente apróptico polar, dimetil 

sulfóxido (DMSO), esterilizada por filtração em membrana 0,22 µm e mantida ao 

abrigo da luz. A solução de trabalho foi preparada, diluindo-se a solução estoque em 

tampão fosfato de sódio (pH 7,2) obtendo-se uma consistência líquida, de 

concentração final de 10 µg/mL. A solução estoque do FS Ftalocianina-glucamina 

(1,1 mg/mL), foi obtida em solvente apróptico polar, dimetil sulfóxido (DMSO), 

esterilizada por filtração em membrana 0,22 µm e mantida ao abrigo da luz. A 

solução de trabalho foi preparada, diluindo-se a solução de estoque em tampão 

fosfato de sódio (pH 7,2) obtendo-se consistência líquida, de concentração final de 

10 µg/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 

necessária para ativar o fotossensibilizador Hipericina-glucamina deve ter 

comprimento de onda de 590nm, coincidindo com a banda de absorção máxima 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 absorção máxima da 

Ftalocianina. Foi utilizado LED que emite luz âmbar, com um comprimento de onda 

de 590 nm e potência de 90 Mw (MM Optics, São Carlos/SP, Brasil), e um LED que 

emite luz vermelha, com um comprimento de onda de 655nm e potência de 0,45 W 

(DMC equipamentos Ltda, São Carlos/SP, Brasil). 

 

Técnica de Aplicação dos Fotossensibilizadores: Embora os 

fotossensibilizadores apenas sejam ativados por luz com comprimento de onda 

específico, para que houvesse um maior controle e padronização da técnica, optou-

se por mantê-los protegidos de fontes de luz até o momento da irradiação com os 

LEDs (âmbar 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 operatório. Para a 

adequada visualização da área a ser tratada, foram utilizadas lupas de cabeça com 

iluminação própria, 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 aplicação, foi depositado o volume de 0,2 ml, e 

manteve-se no escuro por 10 minutos (tempo de incubação ou pre-irradiação 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 após 7 dias da inserção das ligaduras (Baseline). A hemimaxila que 

recebeu o tratamento (direita ou esquerda), foi escolhida de forma randômica, sendo 

sua contralateral seu controle negativo (não foi realizado nenhum 

tratamento/intervenção). No momento de aplicação dos tratamentos a hemimaxila 

controle foi protegida, para que não sofresse interferência do tratamento.  As 

ligaduras foram removidas nos períodos experimentais de 7 e 30 dias após os 

tratamentos. Os tratamentos aplicados foram: 

 

- Grupo Controle: Indução da Doença Periodontal (DP), somente indução da 

doença periodontal, não 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 incubação. 

- 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 incubação. 

- Grupo LED vermelho (LV): irradiação com LED vermelho (655nm; 34 J/cm2) 

durante 72 segundos. 

- Grupo LED âmbar (LA): irradiação com LED âmbar (590nm; 34,10 J/cm2) 

durante 360 segundos. 

- Grupo Hipericina-glucamina + LED âmbar (aPDT1): 0,2 ml do 

fotossensibilizador Hipericina-glucamina foram aplicados como no grupo Hy-g tempo 

de incubação de 10 minutos e aplicado o LED âmbar por 360 segundos (34,10 

J/cm2). 

- Grupo Ftalocianina-glucamina + LED vermelho (aPDT2): 0,2 ml do 

fotossensibilizador Ftalocianina-glucamina foram aplicados como no grupo Ft-g, 

tempo de incubação de 10 minutos e depois foi aplicado o LED vermelho por 72 

segundos (34 J/cm2). 

 

Obtenção das ligaduras: Após o período 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 solução de 

PBS estéril e armazenadas em eppendorf previamente marcados para imediata 

extração de DNA.  

 

Teste de Viabilidade: As ligaduras que continham o biofilme, foram 

ressuspendidas em 500 μL 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 μL de PBS estéril, o biofilme era centrifugado a 

8.000 rpm durante 5 minutos para a formação do pellet. O sobrenadante foi retirado 

e o pellet ressuspendido em com 500 µL de PBS. Alíquota de 90 µL da amostra foi 

colocada em um novo eppendorf. 
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Alíquota de 10 µL de Propidium Monoazide (PMA; Biotium Inc., Hayword, CA, 

USA) foi adicionada em cada eppendorf que continha 90 µL da amostra e após 

incubação de 5 minutos no escuro, as amostras foram expostas (com a tampa do 

eppendorf aberta) por 10 minutos a uma fonte de luz de halogênio de 650W 

colocada 20 cm acima das amostras. As amostras foram mantidas em gelo durante 

esse período, para evitar excesso de aquecimento.  

 

Extração do DNA: Para a extração do DNA foi utilizado o sistema QIAamp 

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 µL de lisozima e em 

seguida, aquecidas a 37 ºC por 30 minutos em banho seco (Thermomixer Comfort 

Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Foram adicionados 20 µL de proteinase K e 200 

µL de Buffer AL seguido de agitação por vortex durante 10 segundos e incubados a 

56 ºC durante 30 minutos e em seguida, incubados a para 95 ºC e por 15 minutos. 

Posteriormente foi realizada uma ligeira centrifugação, adicionados 200 μl de etanol, 

seguido de agitação durante 15 segundos e centrifugado.  

 

 A solução resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QIAamp 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 μl de 

Buffer AW1 ao dispositivo com a coluna, centrifugados 8.000 rpm por 1 minuto. O 

procedimento de lavagem foi repetido com 500 μl de Buffer AW2, seguido de 

centrifugação a 14.000 rpm durante 3 minutos. O DNA extraído da coluna foi eluído 

pela adição de 200 μl de Buffer AE, aguardando-se 5 minutos e centrifugando-se a 

8.000 rpm durante 1 minuto. Após estes procedimentos, as amostras foram 

transferidas do dispositivo para o eppendorf de armazenamento. As mesmas foram 

armazenadas a -20°C. 

 

 Reação 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 específicos (5’ – 3’) utilizados para o qPCR foram adquiridos pela Life 

Technologies (Life Technologies do Brasil Ltda., São Paulo, Brasil) e estão listadas 

no Quadro 1117–119.  
 

Quadro 1 - Primers e sondas utilizados para a detecção e quantificação por vitalidade 

qPCR. 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Os oligonucleotídeos foram dissolvidos em solução estéril contendo Tris HCl 

(10 mM – pH 7,6) e EDTA (1 mM – pH 8,0) em volume calculado para concentração 

final de 25 μM.  

 

 Quantificação e amplificação do DNA: As reações do qPCR foram 

realizadas utilizando o aparelho Step One™ Real Time PCR System (Apllied 

Biosystems®, California, Estados Unidos). Reações em triplicata foram preparadas 

em volume total de 25 µL contendo 12,5 µL de Takyon ROX Probe 2x Master Mix 

blue dTTP (Eurogentec, Searing, Bélgica), 1 µL de cada par de oligonucleotídeo (Life 

Technologies do Brasil Ltda., São Paulo, Brasil), 5,5 µL de H2O estéril livre de 

DNAse e RNAse, 5 uL do DNA da amostra. Todas as reações foram realizadas na 

presença de controle positivo, contendo DNA genômico específico da bactéria em 

análise e controle negativo, sem DNA molde.  
 

A termociclagem utilizada foi de 95 ºC por 10 minutos, 40 ciclos a 95 ºC por 

30 segundos e 56 ºC por 1 minuto. Após a reação de PCR, foi feita a curva de 

dissociação (curva de Melting) com temperatura entre 60 ºC e 95 ºC. Todas as 

Bactéria Sentido Oligonucleotídeos  5' - 3' Fragmento Referência
Forward GAA CCT TAC CTA CTC TTG ACA TCC GAA
Reverse TGC AGC ACC TGT CTC AAA GC
Probe AGA ACT CAG AGA TGG GTT TGT GCC TTA GGG
Forward GGA TTT ATT GGG CGT AAA GC
Reverse GGC ATT CCT ACA AAT ATC TAC GAA
Probe CTC TAC ACT TGT AGT TCC G 
Forward GCG CTC AAC GTT CAG CC
Reverse CAC GAA TTC CGC CTG C
Probe CAC TGA ACT CAA GCC CGG CAG TTT CAA
Forward ACC AGC AGA TAC GAA AGA AGC AT
Reverse AGG TTC GGG CAA GCG ATC TTT CT
Probe AAG GCT GCT GTT GCT GAA GAA GT

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Fusobacterium nucleatum

Porphyromonas gingivalis

Streptococcus oralis

Loozen et 
al., 2011; 
Sánchez 

et al., 
2013; 

Herrero et 
al., 2018  

80 pb

162 pb

68 pb

229 pb
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reações foram feitas em placas MicroAmp® optical 96-well e adesivos ópticos 

(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 absorção máxima da Hipericina, e para ativar o FS 

Ftalocianina-glucamina a luz deve ter comprimentos de onda de 655 nm, coincidindo 

com a banda de absorção máxima da Ftalocianina. Foi utilizado uma biotable que 

emite luz vermelha, com comprimento de onda de 655 nm (MM Optics, São 

Carlos/SP, Brasil) e uma biotable que emite luz âmbar, com um comprimento de 

onda de 590 nm (DMC equipamentos Ltda, São Carlos/SP, Brasil). 
 

Figura 6 – Biotables: Biotable de luz vermelha (6a); Biotable de luz âmbar(6b) 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

 Cepas microbianas e condições de crescimento Bacteriano: Foram 

utilizadas neste estudo cepas de referência Porphyromonas gingivalis (ATCC 
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37277), Aggregatibacter actynomicetemcomitans (JP2), Fusobacterium nucleatum 

(ATCC 25586) e Streptococcus oralis (ATCC 35037). 
 

 Reativação e Manutenção das espécies bacterianas: Os micro-organismos 

armazenados a -80 ºC foram reativados em ágar 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 CO2) (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 

exigências fisiológicas de cada micro-organismo. A partir das colônias crescidas em 

placa, foi realizada coloração de Gram para identificação bacteriana por morfologia. 

Uma vez confirmadas, as colônias 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/µL) e menadiona (5 

mg/µL), seguido de agitação por vortex. Posteriormente foram incubadas overnight 

(seguindo as condições específicas descritas na reativação dos micro-organismos). 

A turbidez do material resultante foi estimada pela determinação da absorbância 

através da densidade óptica de 600 nm com o auxílio do espectrofotômetro 

(Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha). Quando a fase mid-log foi atingida, cada 

inóculo foi diluído para obter concentração final de 1×107 unidades formadoras de 

colônia (UFC mL-1) em meio BHI. Para a subsequente formação de biofilme, foram 

realizadas diluições seriadas em solução salina de cada micro-organismo e 

inoculadas em placas de cultura com ágar brucellas suplementado (como descrito 

anteriormente) para determinação do valor de UFC mL-1.  
 

 Formação e tratamento do Biofilme multiespécie: Para a formação do 

biofilme multiespécies em placa de microtitulação (n=9), P. gingivalis, F. nucleatum, 

A. actynomicetemcomitans e S. oralis foram utilizados, conforme protocolo descrito 

por Millhouse et al.120 (2014) e Ramage et al.121 (2017). 

 

Foram utilizados 1000 µL de suspensão bacteriana de S. 

oralis correspondendo a 1x107 UFC mL-1 e adicionada nas primeiras 24 horas. 

Posteriormente, o sobrenadante foi removido e 1000 µL de F. nucleatum (1x107 UFC 
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mL-1) foi adicionado e os biofilmes foram incubados por mais 24 horas. Em seguida o 

sobrenadante foi removido e, 500 µL de P.gingivalis (1x107 UFC mL-1) e 500 µL de 

A. actinomycetemcomitans  (1x107 UFC mL-1) foram adicionados ao biofilme e 

incubados por mais 4 dias. Em todo o processo de desenvolvimento, os biofilmes 

foram mantidos a 37 ºC, em condições anaeróbias em câmera 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 horas121 

 
Figura 7 – Câmera de anaerobiose 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Grupos e tratamentos: O meio de cultura de cada poço foi retirado 

delicadamente e o biofilme maduro foi lavado com tampão fosfato estéril (PBS, 100 

mM NaCl, 100 mM NaH2PO4, pH 7.2). Imediatamente após a lavagem do biofilme, 

os tratamentos foram aplicados seguindo a distribuição: 

 

- Grupo Controle Negativo (controle-): aplicação de 500 µL de solução de PBS 

estéril por 60 segundos, sem tratamento. 

- Grupo Controle Positivo (controle+): aplicação de 500 µL de clorexidina 

0,12% por 60 segundos. 

- Grupo Ftalocianina-glucamina (Ft-g): aplicação de 200 µL de 

fotossensibilizador Ftalocianina-glucamina por um tempo total de 64 minutos e 35 

segundos. 
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 - Grupo Hipericina-glucamina (Hy-g): aplicação de 200 µL de 

fotossensibilizador Hipericina-glucamina por um tempo total de 16 minutos. 

- Grupo Luz Vermelha (LV): irradiação com biotable (660nm; 39,65 J/cm2) 

durante 54 minutos e 35 segundos. 

 - Grupo Luz Âmbar (LA): irradiação com biotable (590nm; 39,30 J/cm2) 

durante 6 minutos. 

 - Grupo Ftalocianina-glucamina e luz vermelha (aPDT1): aplicação da terapia 

fotodinâmica antimicrobiana com 200 µl do fotossensibilizador Ftalocianina-

glucamina, foram aguardados 10 minutos de incubação, depois a placa foi irradiada 

com biotable (660nm; 39,65 J/cm2) durante 54 minutos e 35 segundos. 

 - Grupo Hipericina-glucamina e luz âmbar (aPDT2): aplicação da terapia 

fotodinâmica antimicrobiana com 200 µl do fotossensibilizador Hipericina-glucamina, 

foram aguardados 10 minutos de incubação, depois a placa foi irradiada com 

biotable (590nm; 39,30 J/cm2) durante 6 minutos. 

 
Figura 8 – Metodologia estudo in vitro 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

 Análise de Expressão génica: Uma alíquota de 90 µL da amostra de cada 

poço, foi colocada em eppendorf para fazer a imediata extração de DNA. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata em experimentos independentes.  
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Teste de viabilidade: Uma alíquota de 10 µL 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 halogênio de 650W colocada 20 cm acima das amostras, estas foram 

mantidas em gelo durante esse período, para evitar aquecimento. 
 

 Extração de DNA: Para a extração do DNA foi utilizado o sistema QIAamp 

DNA minikit® (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), segundo o protocolo fornecido pelo 

fabricante, conforme descrito na metodologia da extração do estudo in vivo. 

 
 Os eppendorfs foram centrifugados por 10 min a 8000 rpm, para a formação 

do pellet, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e o pellet ressuspendido em 

180 µL de lisozima, em seguida, aquecidas a 37 ºC por 30 minutos em banho seco 

(Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg, Alemanha), se adicionou 20 µL de 

proteinase K e 200 µL de Buffer AL seguido de agitação por vortex durante 10 

segundos para uma nova incubação a 56 ºC durante 30 minutos. Após este período, 

foi realizado um novo ajuste da temperatura para 95ºC e o material foi novamente 

incubado por 15 minutos, seguido de uma ligeira centrifugação. Em seguida, foram 

adicionados 200 μl de etanol, agitando-se durante 15 segundos e centrifugando 

brevemente.  

 

 A solução resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QIAamp 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 μl 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 μl de Buffer AW2, seguido 

de centrifugação a 14.000 rpm durante 3 minutos. O DNA extraído da coluna foi 

diluido pela adição de 200 μl de Buffer AE. Após a adição foi aguardado 5 minutos e 

a solução 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. 

 

 Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR): 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 específicos (5’ – 3’) utilizados para o qPCR foram adquiridos 

pela Life Technologies (Life Technologies do Brasil Ltda., São Paulo, Brasil) e estão 

listadas no Quadro 1. 
 

Os oligonucleotídeos foram dissolvidos em solução estéril contendo Tris HCl 

(10 mM – pH 7,6) e EDTA (1 mM – pH 8,0) em volume calculado para concentração 

final de 25 μM.  

 

 Quantificação e amplificação do DNA: As reações do qPCR foram 

realizadas utilizando o aparelho Step One™ Real Time PCR System (Apllied 

Biosystems®, California, Estados Unidos). Reações em triplicata foram preparadas 

em volume total de 25 µL contendo 12,5 µL de Takyon ROX Probe 2x Master Mix 

blue dTTP (Eurogentec, Searing, Bélgica), 1 µL de cada par de oligonucleotídeo (Life 

Technologies do Brasil Ltda., São Paulo, Brasil), 5,5 µL de H2O estéril livre de 

DNAse e RNAse, 5 uL do DNA da amostra. Todas as reações foram realizadas na 

presença de controle positivo, contendo DNA genômico específico da bactéria em 

análise e controle negativo, sem DNA molde. 

 

 A termociclagem utilizada foi de 95 ºC por 10 minutos, 40 ciclos a 95 ºC por 

30 segundos e 56 ºC por 1 minuto. Após a reação de PCR foi feita a curva de 

dissociação (curva de Melting) com temperatura entre 60 ºC e 95 ºC. Todas as 

reações foram feitas em placas MicroAmp® optical 96-well e adesivos ópticos 

(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 Análise Estatística Modelo Biofilme In Vivo 
 A análise estatística foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 

(GraphPad Software, Inc.) e os resultados expressos como médias ± desvio padrão. 

A distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e os 
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dados normalmente distribuídos foram analisados utilizando ANOVA two-way. As 

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

 

4.4 Análise Estatística Modelo Biofilme Multiespécie In Vitro 
 
 O software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.) foi utilizado para 

realizar todas as análises estatísticas. A normalidade das variáveis foi confirmada 

com o teste de Shapiro-Wilk e as diferenças entre os grupos foram avaliadas com a 

ANOVA e Tukey teste post-hoc configurados para cada bactéria separadamente. As 

diferenças foram consideras estatisticamente significantes com p<0,05. Para todos 

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

Na análise no modelo in vivo, foram analisadas amostras de biofilme que se 

acumularam nas ligaduras, em diferentes períodos (7 e 30 dias), após uma única 

aplicação de aPDT no período baseline, com o objetivo de verificar a eficácia 

antimicrobiana da terapia com os dois FS, independentemente de qualquer outra 

forma de tratamento, dados de suporte estão no APÊNDICE A. 
 

No período baseline, quando se analisa o efeito da terapia sobre P. gingivalis 

(Figura 9), pode se identificar diferenças estatisticamente significativas na redução 

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 diferenças 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 diferenças 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 período de 

baseline não se identificaram diferenças estatisticamente significativas na redução 

da viabilidade para nenhum dos grupos para a A. actynomicetemcomitans (Figura 

12). Estes resultados demonstram a efetividade da terapia no momento da 

aplicação, mesmo se tratando de uma condição onde não foi realizado nenhum 

outro tratamento como a raspagem, dados de suporte estão no APÊNDICE A. 

 

Os resultados no período baseline estão caracterizados por mostrar uma 

redução 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 condições, para o micro-organismo 

A. actynomicetemcomitans o mesmo efeito inibitório não foi obtido. Estes resultados 

demonstram a efetividade da terapia no momento da aplicação, mesmo se tratando 

de uma condição onde não foi realizado nenhum outro tratamento como a raspagem 

e alisamento radicular.  
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Para o período de 7 dias, o comportamento foi diferente, quando se analisa o 

efeito da terapia sobre A. actynomicetemcomitans (Figura 12), pode se identificar 

diferenças estatisticamente significativas na redução 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 diferenças estatisticamente significativas 

foram observadas nos grupos LEDs (LV = 20,47%; LÂ = 19,42%) quando 

comparados ao grupo controle. Neste período não se identificaram diferenças 

estatisticamente significativas na redução da viabilidade para nenhum dos outros 

grupos. 

 

No período de 30 dias, a tendência na inibição da viabilidade também foi 

diferente, sendo observado diferenças estatisticamente significativas para A. 

actynomicetemcomitans (Figura 12), com os grupos LEDs (LÂ = 4,66%), aPDT 1 

(4,06%) e aPDT 2 (10,80%) quando comparados ao grupo controle. Os outros 

grupos permaneceram sem diferenças estatisticamente significativas. 

 
Figura 9 - Resultados microbiológicos de P. gingivalis obtidos por qPCR nos períodos 

Baseline, 7 dias e 30 dias após o tratamento de diferentes Terapias Fotodinâmicas 
Antimicrobianas 

 
Letras maiúsculas permitem comparações entre os períodos para o mesmo grupo e letras 
minúsculas permitem comparações entre os grupos para o mesmo período. Diferenças 
estatísticas estão representadas por letras diferentes (ANOVA two-way, p<0,05). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 10 - Resultados microbiológicos de F. nucleatum obtidos por qPCR nos períodos 

Baseline, 7 dias e 30 dias após os diferentes tratamentos. 

 
Letras maiúsculas permitem comparações entre os períodos para o mesmo grupo e letras 

minúsculas permitem comparações entre os grupos para o mesmo período. Diferenças 

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

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

Figura 11 - Resultados microbiológicos de S. oralis obtidos por qPCR nos períodos 

Baseline, 7 dias e 30 dias após o tratamento de diferentes Terapias Fotodinâmicas 

Antimicrobianas. 

 
 
Letras maiúsculas permitem comparações entre os períodos para o mesmo grupo e letras 

minúsculas permitem comparações entre os grupos para o mesmo período. Diferenças 

estatísticas estão representadas por letras diferentes (ANOVA two-way, p<0,05) 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 12 - Resultados microbiológicos de A. actinomycetemcomitans obtidos por qPCR nos 

períodos Baseline, 7 dias e 30 dias após o tratamento de diferentes Terapias Fotodinâmicas 

Antimicrobianas. 

 
 
Letras maiúsculas permitem comparações entre os períodos para o mesmo grupo e letras 

minúsculas permitem comparações entre os grupos para o mesmo período. Diferenças 

estatísticas estão representadas por letras diferentes (ANOVA two-way, p<0,05) 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

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 diferenças estatísticas na inibição 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 não tiveram diferenças estatisticamente significativas para nenhum dos 

grupos. Por outro lado, o uso de Hy-g neste modelo apresentou uma tendência 

diferente, sem obter diferenças estatisticamente significativas quando comparado 

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

multiespécies pré-formados, obtidos pela técnica de qPCR. 

 
 
Letra ‘a’ corresponde a diferença estatística em relação ao grupo controle. Letra ‘b’ 

corresponde a diferença estatística em relação ao grupo Clorexidina (CHX). Letra ‘c’ 

corresponde a diferença estatística em relação ao grupo Ftalocianina-glucamina (FTA). 

Letra ‘d’ corresponde a diferença estatística em relação ao grupo Hipericina-glucamina 

(HIPER). Letra ‘e’ corresponde a diferença estatística em relação ao grupo LED vermelho. 

Letra ‘f’ corresponde a diferença estatística em relação ao grupo LED âmbar. Letra ‘g’ 

corresponde a diferença estatística em relação ao grupo LED vermelho + Ftalocianina-

glucamina (aPDT 1). Letra ‘h’ corresponde a diferença estatística em relação ao grupo LED 

ámbar + Hipericina-glucamina (aPDT 2). (ANOVA, p <0,05). 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 14 - Efeito das Terapias Fotodinâmicas Antimicrobianas nos diferentes micro-

organismos 

  

  
 

A. actynomicetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis, S. oralis categorizados por 

tratamento. O símbolo * nas colunas indicam uma diferença significativa com o 

baseline; Teste ANOVA (p <0,05). 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 
  

O presente estudo demonstrou in vivo e in vitro uma diminuição na viabilidade 

dos micro-organismos aplicando aPDT mediada pelos fotossensibilizadores 

Hipericina-glucamina e Ftalocianina-glucamina nos modelos de biofilme testados. 

Estes resultados microbiológicos complementam outras análises conduzidas pelo 

nosso grupo de pesquisa. Até o momento não há estudos relatando a avaliação 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 Hamblin122,123 (2004) aPDT atua essencialmente na 

parede ou membrana celular e o dano parece ser proporcional às espécies reativas 

produzidas (pelos mecanismos do tipo I e II), particularmente o oxigênio singlete. 

Malik et al.116, e Nitzan, et al.115, demostraram que as bactérias Gram-positivas (G+) 

são geralmente mais suscetíveis à fotoinativação, enquanto as Gram negativas (G-) 

são mais resistentes como, essa resistência é atribuída à configuração da 

membrana externa que proporciona uma barreira protetora para os micro-

organismos, a configuração desse membrana externa possui um grande espaço 

periplásmico cercado por camadas de peptidoglicano, entre as membranas 

citoplasmáticas externas e internas, o que pode ser um desafio para a penetração 

dos FS, assim o uso de um FS catiônico (+), teria maior atividade fotodinâmica 

contra bactérias G-, uma vez que essa carga positiva típica do FS promove uma 

ligação eletrostática à superfície externa desse tipo de bactéria, induzindo um dano 

inicial que favorece a penetração de FS como descrito por Cieplik et al.77, e George 

et al.8. 

 

Os FS utilizados neste estudo, foram modificados seguindo o princípio de 

conversão das moléculas, buscando torná-las mais hidrofílicas e com uma carga 

catiônica, sem afetar a sua composição. Para isso foi adicionada uma molécula de 

glucamina como descrito por Bernal et al.34 e de Melo et al26, estes autores 

demostraram que essa propriedade aumenta a eficiência fotodinâmica sobre 

algumas cepas bacterianas específicas, sugerindo que, além de promover uma 
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junção eletrostática mais seletiva, ocorre maior acúmulo intracelular de FS hidrofílico 

em bactérias G-. 

 

Os resultados para o modelo in vivo apresentam variações particulares para 

cada micro-organismo, isto devido as características específicas deles como citado 

anteriormente, e as variações significativas também ocorrem nos diferentes 

períodos, fazendo uma análise individual desde essa perspectiva, a maior redução 

da viabilidade foi para S. oralis no período baseline, isso confirma que os FS 

testados são altamente efetivos quando aplicados com a técnica de aPDT contra 

micro-organismos anaerobios facultativos e G+, não entanto para A. 

actinomycetemcomitans  que é anaeróbio facultativo e G-, essa redução se observa 

no período de 7 e 30 dias, e para P. gingivalis  e F. nucleatum  que são anaeróbios 

estritos e G-, a redução se apresenta só no período baseline, assim podemos 

afirmar que com uma aplicação de aPDT são obtidas reduções na viabilidade dos 

micro-organismos aeróbios e G-, imediatamente após a aplicação do tratamento, no 

entanto se não se aplicam outros tratamentos ou repetições de aPDT, os micro-

organismos que estão organizados em biofilmes aumentam sua viabilidade, esses 

resultados podem estar relacionados à teoria da recolonização bacteriana que é 

descrita na literatura113,124,125, em que a relação homeostática dos biofilmes é 

restaurada através da recolonização microbiana com espécies bacterianas 

específicas e pelo processo de cicatrização dos tecidos ao redor do dente, que no 

nosso modelo ocorreria, nos períodos de 7 e 30 dias. O fato de a ligadura ficar no 

local aonde foi aplicado a terapia, também seria um fator limitante, já que essa 

ligadura favoreceria a um maior acúmulo do biofilme. Outro fator que deve ser 

considerado é a característica do biofilme aderido a ligadura, Davies et al.126, e 

Dougherty et al.127,  demonstraram que pode existir diferentes fenótipos microbianos, 

e que isso pode levar a diminuição da ação da aPDT. 

 

Embora os parâmetros de aplicação de tempo da luz LED utilizados foram os 

que demonstraram bons resultados em outros estudos36,81, à busca por um protocolo 

da terapia é um desafio. Wenzler et al.128 concluiram que a irradiação transgengival 

apresenta efetividade na aPDT mas que deve-se levar em consideração uma 

possível diminuição da potência da fonte de luz. 
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No nosso modelo in vivo há limitações que se comparam as descritas por 

Matevski et al.129 como o tempo para a resposta biológica, o fato de realizar apenas 

uma aplicação de aPDT, a presença de materiais orgânicos, como o fluido gengival, 

saliva, sangue e exudato, bem como, distribuição de luz na área aplicada, presença 

de matriz extracelular, entre outros que podem interferir no mecanismo de ação do 

aPDT. Outra limitação importante é o tempo de ação dos FS, onde a produção de 

ROS é limitada devido ao baixo oxigênio disponível nesses locais, já que às 

bactérias aeróbicas e anaeróbicas facultativas consomem grande parte do oxigênio 

presente. 

 

Longo et al.130 reportaram que várias aplicações de aPDT têm um resultado 

sinérgico, e que os resultados podem ser potencializados quando combinados com 

uma terapia mecânica, como RAR, nesse estudo avaliaram múltiplas aplicações de 

aPDT (azul de metileno + InGaAlP) em periodontite induzida em ratos e obtiveram 

uma diminuição de A. actynomicetemcomitans, o que sugere que a fonte de luz é um 

fator que também pode modificar os resultados, em nosso estudo, não foram 

realizadas aplicações múltiplas, nem outros tipos de tratamentos, com o objetivo de 

não interferir na análise microbiológica específica de uma única aplicação de aPDT.  

 

No estudo in vitro,  quatro cepas diferentes de bactérias associadas à DP 

foram utilizadas (Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 

actynomicetemcomitans, Fusobacterium nucleatum e Streptococcus oralis) levando-

se em consideração que a presença destes micro-organismos tem sido comprovada 

em diferentes estudos131–133 de caracterização da DP em ratos. Cada uma dessas 

cepas tem uma função diferente nas fases de formação e maturação do biofilme 

como descrito na literatura113,114, bem como uma estrutura bacteriana com diferentes 

mecanismos fisiológicos134,135. Os resultados obtidos no modelo in vitro, podem estar 

relacionados com a característica dos micro-organismos, decorrente de diferenças 

na parede celular e/ou na sua estrutura como mencionado no modelo in vivo. Os 

resultados obtidos também podem estar relacionados ao protocolo de aplicação da 

luz, onde os grupos que receberam tratamentos com luz âmbar ficaram por um 

tempo menor de exposição a luz, para ser compatível com a dosagem proposta, e 

que foi o tempo necessário para se obter a dose similar a utilizada pelo LED do 

modelo in vivo, dose que também tem sido utilizada em outros estudos136,137. 
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Um desafio importante ao usar um diagnóstico molecular para identificação 

microbiana, particularmente quando tratamentos antimicrobianos são aplicados, é a 

diferenciação entre bactérias viáveis e não viáveis. A técnica de análise 

microbiológica utilizada no presente estudo foi qPCR em combinação com PMA, 

para obter uma diferenciação na quantificação de células viáveis e não viáveis, como 

Loozen et al.118 e Sánchez et al.119 tem demonstrado que a técnica facilita a 

detecção seletiva apenas de micro-organismos viáveis nesse meio contendo não 

viáveis.  

 

Nos dois estudos, in vitro e in vivo, foram utilizados grupos controles 

negativos. Cieplik et al.18 descreve a importância destes grupos uma vez que os 

grupos controle negativos avaliam isoladamente o uso da fonte de luz ou do FS, e o 

controle positivo no estudo in vitro avalia a eficácia da aPDT comparada ao efeito de 

um medicamento que já demonstrou exibir propriedades antimicrobianas evidentes, 

como é a clorexidina, mas que também apresenta algumas limitações como as 

descritas por Wand et al138. 

 

Nossos resultados, embora não apresentem importantes diferenças 

estatisticamente significativas, facilitam o entendimento do comportamento biológico 

na redução da viabilidade quando comparadas ao grupo controle. Estes resultados, 

evidenciam que aPDT, com o FS e fonte de luz adequado é um método promissor 

para o controle de micro-organismos periodonto patogênicos, no entanto, mais 

estudos são necessários para verificar a eficácia desta modalidade de tratamento, 

avaliando novos parâmetros de aplicação da luz e novas modificações nos 

fotossensibilizadores, e também a associação de aPDT com terapias mecânicas que 

promovam uma disbiose. 
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7 CONCLUSÃO 
 
 De acordo com as metodologias utilizadas e dentro das limitações dos 

estudos, podemos concluir: 

 

1. A aPDT apresenta reduções 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 é limitada a sua 

ação contra micro-organismos anaeróbios e G- em forma de biofilmes. 

 

3. Mais estudos in vitro e in vivo são necessários para elucidar a ação da 

aPDT e o efeito destes fotossensibilizadores como terapia coadjuvante no 

tratamento da Doença Periodontal. 
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ANEXO A – DECLARAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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APÊNDICE A – RESULTADOS 
 
Resultados do modelo in vivo 
 

Resultados obtidos por qPCR-PMA nos períodos Baseline, 7 dias e 30 dias 

após o tratamento. *P Value refere-se às diferenças estatisticamente significantes 

entre os grupos no mesmo período; análise de variância (ANOVA) para medidas 

repetidas e testes de Tukey. †P Value refere-se às diferenças estatisticamente 

significativas para cada grupo entre os períodos em comparação com baseline (P 

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

 

A. actinomycetemcomitans: 

 
 

F. nucleatum: 

 
 

P. gingivalis: 

 
S. oralis: 

Grupo Baseline DP 7 Dias DP 30 Dias DP P Value†
Grupo Controle 9,756  ±0,54 8,753† ± 0,30 8,75†  ± 0,34 P <0.05 
Ftalocianina-glucamina (FTA) 9,312  ±0,51 8,953† ± 0,61 8,733† ± 0,36 P <0.05 
Hipericina-glucamina (HIPER) 9,867 ± 0,40 8,193*† ± 0,23 8,747† ± 0,27 P <0.05 
LED vermelho (LV) 9,899  ± 0,48 9,336*†  ± 0,52 8,536†  ± 0,44 P <0.05 
LED âmbar (LA) 10,58*  ± 0,58 9,544*†  ± 0,45 8,342*†  ± 0,36 P <0.05 
aPDT 1 10,25*  ± 0,47 8,366†  ± 0,27 8,394*†  ± 0,35 P <0.05 
aPDT 2 9,573  ± 0,14 8,445†  ± 0,44 7,805*†  ± 0,75 P <0.05 
P  Value* P <0.05 P <0.05 P <0.05 

Grupo Baseline DP 7 Dias DP 30 Dias DP P Value†
Grupo Controle 9,982  ± 0,20 8,399†  ± 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*† ± 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 âmbar (LA) 10,12  ± 0,22 9,172*†  ± 0,64 8,88†  ± 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 

Grupo Baseline DP 7 Dias DP 30 Dias DP P Value†
Grupo Controle 6,896  ± 0,11 6,082†  ± 0,39 6,987  ± 0,31 P <0.05 
Ftalocianina-glucamina (FTA) 6,055* ± 0,43 6,365 ± 0,34 7,046† ± 0,24 P <0.05 
Hipericina-glucamina (HIPER) 6,589* ± 0,39 6,517* ± 0,60 7,05† ± 0,26 P <0.05 
LED vermelho (LV) 6,400*  ± 0,30 6,503*  ± 0,32 6,729  ± 0,56 P <0.05 
LED âmbar (LA) 6,993  ± 0,12 5,99†  ± 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*  ± 0,42 6,733*†  ± 0,35 6,677†  ± 0,38 P <0.05 
P  Value* P <0.05 P <0.05 P <0.05 
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Resultados do modelo in vitro 
 

Resultados obtidos pela técnica de qPCR-PMA. *P Value refere-se às 

diferenças estatisticamente significantes entre os grupos; análise de variância 

(ANOVA). 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

Grupo Baseline DP 7 Dias DP 30 Dias DP P Value†
Grupo Controle 2,628  ± 0,30 2,554  ± 0,26 2,626  ± 0,35 P <0.05 
Ftalocianina-glucamina (FTA) 1,925* ± 0,50 2,671† ± 0,30 2,898† ± 0,34 P <0.05 
Hipericina-glucamina (HIPER) 2,17* ± 0,41 2,727† ± 0,33 2,825† ± 0,23 P <0.05 
LED vermelho (LV) 2,86  ± 0,43 2,031*†  ± 0,40 2,816  ± 0,44 P <0.05 
LED âmbar (LA) 2,51  ± 0,52 2,058*†  ± 0,39 2,98†  ± 0,26 P <0.05 
aPDT 1 2,282*  ± 0,30 2,668†  ± 0,20 2,938†  ± 0,44 P <0.05 
aPDT 2 2,121*  ± 0,14 2,756†  ± 0,28 2,983†  ± 0,26 P <0.05 
P  Value* P <0.05 P <0.05 P <0.05 

Grupo Controle DP CHX 0.12% DP FTA DP HIPER DP LV DP LA DP aPDT 1 DP aPDT 2 DP
A. actinomycetemcomitans 8,775 ±0.93 8,039 ±0.84 7,578 ±0.81 7,959 ±0.75 7,272* ±0.84 8,894 ±0.60 6,741* ±0.74 9,054 ±0.70
F. nucleatum 8,994 ±0.46 9,117 ±0.34 8,368 ±0.66 8,738 ±0.50 7,342* ±0.82 8,511 ±0;49 7,423* ±0.52 12,24* ±0.42
P. gingivalis 6,607 ±0.33 6,273 ±0.28 6,045 ±0.27 6,301 ±0.25 5,587* ±0.40 6,494 ±0.27 5,772* ±0.58 7,632 ±0.23
S. oralis 8,812 ±0.49 8,53 ±0.52 8,373 ±0.53 8,583 ±0.57 8,817 ±0.40 8,601 ±0.30 8,34 ±0.65 9,789 ±0.20
P  Value* P <0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05 
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