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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. 



 49 

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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