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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 remocgéo
mecanica do biofilme para impedir ou retardar a progressao da doenga periodontal®
e atualmente o tratamento mais usado é a remocao 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 s3o, 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 destruicio 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
ionizacéo, fatores especificos como as caracteristicas de absorcdo de luz, e a
eficiéncia da formacdo 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?%. 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?®-3. E considerada uma quinona
policiclica (Figura 2a) que, quando ativada, reage com moléculas vizinhas por
transferéncia de energia ao oxigénio, induzindo a produ¢do do oxigénio singlete
('0O2), além de ser potente e fotoestavel32:34:35,

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)
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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 apés 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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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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