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Avaliação da redução e resistência bacteriana via múltiplos ciclos de terapia 
fotodinâmica 

Resumo 

A doença periodontal é um processo patológico infecto-inflamatório, que pode causar eventual 

perda do elemento dental. O principal tratamento realizado é a raspagem e alisamento 

radicular (RAR), que embora seja efetiva, tem como fator limitante a dificuldade técnica de 

intervir em biofilmes de áreas de difícil acesso. As associações com antibióticos podem 

ocasionar efeitos colaterais e em bactérias resistentes podem ser ineficazes. Desta forma, a 

terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) surge como uma opção adjuvante, para o 

tratamento das doenças periodontais. Este trabalho investigou, in vitro, o potencial de redução 

e desenvolvimento de resistência bacteriana, em um pool clínico resistente ao metronidazol, 

frente a múltiplos ciclos de TFDa, em fase planctônica e biofilme, utilizando azul de metileno, 

clorina-e6 e curcumina, como fotossensibilizadores (FS). Para realização dos ciclos de 

indução de resistência, foi necessário encontrar as condições sub ótimas da TFDa, através 

da quantificação das colônias formadas por mililitro de amostra (UFC/mL). Os seguintes 

parâmetros foram encontrados em fase planctônica: 50 µg/mL de azul de metileno e dose de 

luz de 120 J/cm2 com redução de 1,67 log10, clorina-e6 e curcumina obtiveram reduções de 

1,91 log10 e 1,76 log10, respectivamente, com dose de luz de 25 J/cm2 e 100 µg/mL de FS. 

Posteriormente o pool de bactérias foi sujeito a múltiplas exposições de TFDa, seguido de um 

período de recuperação, em que células bacterianas sobreviventes foram submetidas 

novamente ao mesmo tratamento, e assim sucessivamente até que se observasse ou não o 

desenvolvimento de resistência ou até o limite de 15 ciclos. Para o azul de metileno e clorina-

e6, houve eliminação total dos micro-organismos ao fim do 5° ciclo e para curcumina ao fim 

do 3° ciclo. Em biofilme, a dose sub ótima de TFDa com azul de metileno foi de 150 µg/mL + 

150 J/cm2 com uma redução de 2,53 log10. Para clorina-e6 e curcumina a dose sub ótima foi 

de 150 J/cm2 associada a 100 µg/mL de cada FS, com as respectivas reduções: 1,47 log10; 

1,88 log10. Foram aplicados 15 ciclos de TFDa, que apesar de não reduzirem por completo a 

carga microbiana, foram capazes de promover um aumento significativo na morte bacteriana. 

Os resultados indicam que a TFDa pode ser uma abordagem adjuvante promissora no 

tratamento da doença periodontal. 

 

Palavras-chave: terapia fotodinâmica, resistência bacteriana, doença periodontal, 

fotossensibilizador. 

 

 



 
 

Evaluation of bacterial reduction and resistance after multiple cycles of 
photodynamic therapy 

Abstract 

Periodontal disease is an infectious-inflammatory pathological process, which can cause 

eventual loss of the dental element. The main treatment is scaling and root planing (RAR), 

which, although effective, has as a limiting factor the technical difficulty of intervening in 

biofilms of difficult access areas. Associations with antibiotics can cause side effects and in 

resistant bacteria they may be ineffective. In this way, antimicrobial photodynamic therapy 

(aPDT) appears as an adjuvant option for the treatment of periodontal diseases.  This study 

investigated, in vitro, the potential for reduction and development of bacterial resistance in a 

clinical pool, resistant to metronidazole, against multiple cycles of aPDT in planktonic phase 

and biofilm using methylene blue, chlorine-e6 and curcumin as photosensitizers (PS). For 

resistance induction cycles, it was necessary to find the sub optimal conditions of the aPDT, 

by quantifying the colonies formed per milliliter of sample (CFU/mL). The following parameters 

were found in the planktonic phase: 50 μg/mL methylene blue and light dose of 120 J/cm2 with 

a reduction of 1.67 log10, chlorine-e6 and curcumina obtained reductions of 1.91 log10 and 1.76 

log10, respectively, with light dose of 25 J/cm2 and 100 μg/mL PS. Subsequently, the pool of 

bacteria was subjected to multiple exposures of aPDT, followed by a recovery period, in which 

surviving bacterial cells were resuspended in the same treatment, and so on until resistance 

development was observed or up to the limit of 15 cycles. For methylene blue and chlorine-e6, 

the microorganisms were completely eliminated at the end of the 5th cycle and for curcumin 

at the end of the third cycle. In biofilm, the sub optimal dose of methylene blue aPDT was 150 

μg/mL + 150 J/cm2 with a reduction of 2.53 log10. For chlorine-e6 and curcumin the sub optimal 

dose was 150 J/cm2 associated with 100 μg/mL of each PS, with respective reductions: 1.47 

log10; 1.88 log10. Fifteen cycles of aPDT were applied, which although not completely reducing 

the microbial load, were able to promote a significant increase in bacterial death. The results 

indicate that aPDT may be a promising adjuvant approach in the treatment of periodontal 

disease. 

Key words: photodynamic therapy, bacterial resistance, periodontal disease, photosensitizer. 
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1. INTRODUÇÃO 

 1.1.  Doença Periodontal 

A doença periodontal é reconhecida como a segunda enfermidade bucal mais 

prevalente no mundo, ocorrendo tanto nos países desenvolvidos, bem como nos 

países em desenvolvimento e tem como causa principal o acúmulo de biofilme nas 

superfícies dos dentes (Lindhe et al., 1982).  É um processo patológico infecto-

inflamatório, podendo ser causado por micro-organismos presentes na placa 

bacteriana supra e subgengival, acometendo as estruturas de proteção e sustentação 

dos dentes, geralmente ocasionando a perda progressiva de inserção do tecido ósseo, 

com eventual perda do elemento dentário. A destruição dos tecidos periodontais se 

dá pela ação dos produtos tóxicos liberados na área subgengival, e também pela 

resposta inflamatória desencadeada pela presença dos micro-organismos e seus sub-

produtos tóxicos (Loesche et al., 1985; Pennel, Keagle, 1977).  

A comprovação da natureza infecciosa da doença periodontal foi evidenciada 

por Loe e colaboradores (1965), ao demonstrarem a relação positiva entre o acúmulo 

de placa bacteriana dentária e a inflamação dos tecidos periodontais, estabelecendo 

o conceito da ‘’Hipótese da placa não específica’’, teoria que associava qualquer 

acúmulo de micro-organismos na margem gengival à produção de fatores irritantes, 

com consequente inflamação gengival e destruição periodontal (Thailade, 1986). 

Porém, em 1986, Loe et al observaram em um estudo, que certos indivíduos apesar 

da presença massiva de placa bacteriana gengival, não manifestavam a doença 

periodontal, contradizendo os conceitos anteriores de inespecificidade da placa 

dentaria. Surgia então a ‘’Hipótese da placa específica’’, a qual relaciona a 

composição microbiana da placa dental ao aparecimento e progressão da doença.  

Ainda, a variação no quadro inflamatório é decorrente das diferentes respostas 

imunológicas de cada organismo, o que leva a um maior ou menor tempo para o 

surgimento dos sinais clínicos (Allenspach-Perzilka; Guggenheim, 1983; Loe et al., 

1975).  

As manifestações da doença periodontal inflamatória podem ser divididas em 

gengivite e periodontite. A gengivite é causada pelo acumulo indiferenciado de 

bactérias na margem gengival, sendo um processo inflamatório reversível por meio 

da remoção da placa e instauração de hábitos de higiene bucal. A periodontite, por 

sua vez, está associada à respostas do sistema imunológico e ao aumento nos níveis 
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e proporções de bactérias especificas nos tecidos de sustentação dos dentes, 

relacionado não somente à quantidade de biofilme mas principalmente quanto à sua 

composição, pois algumas bactérias são capazes de alterar o ecossistema 

subgengival, permitindo a colonização de outros micro-organismos mais virulentos, 

promovendo a geração de um biofilme cada vez mais complexo  (Rosenberg et al., 

1981; Hinrichs et al., 1985). 

Apesar de diversos estudos microbiológicos terem identificados mais de 400 

espécies bacterianas presentes no interior da bolsa periodontal, os resultados 

apontaram apenas uma quantidade limitada dessas espécies envolvidas na doença 

periodontal destrutiva (Socransky; Haffajee, 1994). Dessa forma, a placa bacteriana 

presente em lesões de periodontite é qualitativamente distinta da placa presente em 

sítios saudáveis (Socransky, 1970; Listgarden et al., 1978; Loesche et al., 1985; 

Socransky et al., 1998; Rosenberg et al., 1981; Loe et al., 1986; American Academy 

of Periodontology, 1996). 

O conceito da etiologia das doenças periodontais sugere que sua ocorrência e 

progressão são dependentes do resultado da interação de bactérias 

periodontopatogênicas, com diferentes virulências, presentes no biofilme dental, 

associadas a fatores modificadores da resposta imunoinflamatória do hospedeiro,  

como demonstrado em um estudo, o qual se coletou amostras de soro e da placa 

bacteriana subgengival de 48 indivíduos portadores de doença periodontal crônica. 

Por meio do teste ELISA foi detectado o nível de anticorpos no soro para 

Porphyromonas gingivalis. A quantidade de P. gingivalis na placa subgengival foi 

estabelecida por semeadura em meio de cultura apropriado. Os resultados apontaram 

uma relação inversamente proporcional entre esses dois parâmetros, ou seja, altos 

níveis de anticorpos para P. gingivalis estavam associados com quantidades 

reduzidas desta espécie na placa subgengival, sugerindo uma reação imunológica de 

defesa do hospedeiro para diminuir a progressão da doença (Socransky; Haffajee, 

2005). Assim, o processo saúde-doença periodontal é dinâmico e dependente da 

virulência das bactérias e da capacidade de defesa do organismo, com o padrão de 

progressão diretamente relacionado ao binômio agressão e defesa (Page et al., 1997; 

Moore; Moore, 2000) 

A periodontite está associada também a outros fatores como: diabetes, vírus 

da imunodeficiência humana (HIV), estresse, predisposição genética baixas 

condições socioeconômicas e comportamentos prejudiciais à saúde, tais como o 
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tabagismo, alcoolismo, dieta insatisfatória, higiene bucal insuficiente e dificuldade de 

acesso a serviços de saúde (Emrich et al., 1991; Jette et al., 1993). 

A identificação e quantificação dos micro-organismos envolvidos na instalação 

e progressão da doença periodontal é um passo importante para se implementar 

medidas de tratamento. Porém, até o fim da década de 1980 os métodos tradicionais 

de diagnóstico, tal como cultura bacteriana, foram incapazes de realizar a correta 

detecção e quantificação de patógenos importantes no biofilme subgengival, uma vez 

que esses são em grande parte anaeróbios estritos e possuem condições especificas 

de crescimento. Além disso, existe a dificuldade no cultivo de espécies presentes em 

quantidades reduzidas nas amostras de placa, fazendo com que determinadas 

bactérias que poderiam estar envolvidas na doença, ficassem sem a devida 

caracterização e conhecimento. Em vista desse cenário, as pesquisas em periodontia 

buscaram desenvolver métodos independentes de cultura, com o objetivo de obter 

maiores informações quanto a composição da microbiota.  Dessa forma, com o 

advento de técnicas imunológicas e de biologia molecular, na década de 1990, foi 

possível realizar uma descrição mais acurada das espécies bacterianas subgengivais 

que estão relacionadas à doença periodontal, por apresentarem maior sensibilidade, 

especificidade e rapidez (Kazor et al., 2003; Ávila-campus et al., 1999; Socransky et 

al., 1994; Gomes et al., 2006; Tanner et al., 1986; Chen; slots. 1999). 

Uma dessas técnicas de diagnóstico microbiológico foi descrita por Socransky 

et al. (1998), sendo denominada de Checkerboard DNA-DNA Hybridization para 

diagnóstico microbiológico, e utiliza sondas de ácido desoxirribonucleico (DNA) para 

identificação bacteriana. Esta técnica permitiu a elaboração de pesquisas que visaram 

o conhecimento da microbiota das doenças periodontais, promovendo a avaliação de 

um grande número de amostras e micro-organismos orais.  

Socransky et al (1998), por meio desta técnica, analisaram associações entre 

40 espécies de micro-organismos presentes no biofilme subgengival de 160 indivíduos 

portadores da doença periodontal, e suas relações com os parâmetros clínicos de 

inflamação. Os pesquisadores identificaram a existência de cinco complexos 

bacterianos principais (figura 1), compondo a microbiota destes biofilmes. Um desses 

complexos foi chamado de complexo vermelho, e é associado à presença de 

Porphyromonas gingivalis, Tenarella forsythia e Treponema denticola, aceitas como 

agentes etiológicos da periodontite crônica e relacionadas ao sangramento gengival e 

aumento de profundidade de bolsa. Outro complexo identificado foi o laranja, o qual 
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precede a instalação do complexo vermelho e seus constituintes são considerados 

possíveis patógenos periodontais, este foi dividido em dois subgrupos: um central, 

sendo constituído por Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum, 

Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Parvimonas micra, e outro periférico 

formado por Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Campylobacter gracilis, 

Campilobacter showae e Streptococcus constellatus. Os outros três complexos 

intitulados de verde, amarelo e roxo, são integrados por bactérias que colonizam a 

superfície dentária nos estágios iniciais da formação do biofilme, e apresentaram uma 

grande associação entre si, além de serem compatíveis com a saúde periodontal. No 

entanto esses complexos basais fornecem receptores e oferecem um ecossistema 

propício para o surgimento das bactérias presentes no complexo laranja e por sua vez 

no complexo vermelho, que de fato estão envolvidas com a patogênese das doenças 

periodontais (Socranksy et al., 2002) 

As espécies presentes no complexo verde são: Capnocytophaga sputigena, 

Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Eikenella corrodens e 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. O complexo amarelo é constituído por um 

grupo de estreptococos: Streptococcus gordoni, Streptococcus mitis, Streptococcus 

sanguinis, Streptococcus oralis e Streptococcus intermedius.  O complexo roxo abriga 

Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. Posteriormente algumas espécies de 

Actinomicetos foram agrupadas no complexo azul (Socransky et al., 1994; Socranky; 

Haffajee, 2002). 

Além da identificação de novas espécies de bactérias no biofilme subgengival, 

a aplicação das técnicas de biologia molecular possibilitou um melhor entendimento 

do papel etiológico das espécies bacterianas presentes no quadro de periodontite. 
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Figura 1 – Complexos bacterianos na doença periodontal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Representação dos complexos microbianos de formaçao de biofilme subgengival descrito por 

Socransky e colaboradores, ilustrando e posição e composição microbiana de cada um dos complexos. 

Fonte: Socranksy, S.S.; Haffajee, A.D. Periodontology 2000, v. 28, p. 12-55, 2002. 

1.2. Tratamento periodontal 

 

A doença periodontal tem como principal causa o acumulo de biofilme dental 

nas superfícies dos dentes. Este biofilme constitui uma estrutura altamente 

organizada, na qual espécies microbianas estão unidas umas às outras, inseridas em 

uma matriz polimérica extracelular, formando um sistema altamente protetor para as 

espécies nele residentes. A ausência de tratamento da periodontite pode ocasionar a 

perda de unidades dentárias, devido a destruição do osso alveolar (Costerton et al., 

1999). 

O tratamento não cirúrgico das doenças periodontais destrutivas, consiste na 

remoção ou alteração da microbiota patogênica do biofilme. A raspagem e alisamento 

radicular (RAR) é o tratamento periodontal mais utilizado, sendo considerado o 

método padrão ‘’ ouro’’, e é realizado por meio da remoção dos depósitos de placa 

bacteriana e cálculo abaixo da margem gengival por meio da instrumentação 

mecânica meticulosa, a fim de inibir a progressão da doença, inibindo a recolonização 

da superfície dental pelo biofilme (Drisko et al.,1995; Gomes et al., 2008).  
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Diversos estudos têm apontado os benefícios clínicos e microbiológicos 

provenientes desta terapia, tais como ganho no nível clinico de inserção, redução de 

profundidade da bolsa periodontal, e uma diminuição dos patógenos. Evidenciando 

que o controle da placa bacteriana subgengival é necessário para a adequada 

cicatrização periodontal e manutenção da saúde gengival (Cugini et al., 2000), 

Simonson et al. (1992) verificaram uma redução nos níveis de Treponema denticola e 

P. gingivalis após 12 meses de instrumentação periodontal. De forma semelhante 

Rawlinson et al. (1993) também constatou uma diminuição nos níveis de Prevotella 

intermedia após 12 meses de RAR, ao examinarem 30 sítios em 15 pacientes com 

periodontite crônica. Kamma e Baehni (2003), em seus estudos, mostraram que 

controles periódicos da placa bacteriana foram capazes de manter a estabilidade 

clínica da maioria dos sítios de inflamação, com apenas uma pequena porcentagem 

desses sítios sofrendo uma progressão da doença, relacionadas à presença de P. 

gingivalis e T. denticola. 

Entretanto, embora a RAR seja efetiva, o fator limitante desta terapia é a 

dificuldade técnica de intervir em biofilmes de áreas de difícil acesso, como 

bifurcações, concavidades radiculares, grandes invaginações e bolsas periodontais 

profundas. Além disso, alguns patógenos periodontais, como por exemplo o 

Aggregatibacter actinomycetemcomytans e P. gingivalis, possuem a capacidade de 

invasão tecidual, logo, a persistência dessas bactérias na superfície radicular pode 

promover uma recolonização de sítios já tratados, acarretando em uma possível 

recidiva (Coob, 2002; Slogastra, 2013).  

Com o objetivo de otimizar os efeitos proporcionados pela RAR, outras formas 

de tratamentos têm sido propostas, como a associação de antibióticos locais ou 

sistêmicos, específicos da microbiota predominante, visando eliminar os micro-

organismos persistentes após a instrumentação radicular. Os estudos clínicos e 

revisões sistemáticas sustentam o uso do antibiótico devido à melhora nos padrões 

clínicos de profundidade de sondagem, nível de inserção clínica e sangramento a 

sondagem (Purucker et al., 2001; Herrera et al., 2002; Haffajee et al., 2003; Guerrero 

et al., 2005; Feres-Filho, 2007).  

Algumas pesquisas relatam um efeito benéfico da associação sistêmica de 

determinados antimicrobianos como metronidazol, um antibiótico do grupo dos nitro-

5-imidazóis, que age exclusivamente sobre a flora bacteriana anaeróbia, atuando na 

degradação e inibição da síntese do DNA bacteriano e é utilizado principalmente para 
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o tratamento da periodontite agressiva, tendo efeito na supressão de Aggregatibacter, 

actinomycetemcomytans e P. gingivalis (Guerrero et al., 2005; Baltacioglu et al., 

2011).  

Matarazzo et al. (2008) compararam 43 indivíduos portadores de periodontite 

crônica tratados isoladamente com RAR e RAR combinado à metronidazol (400mg), 

demonstrando uma melhora considerável (grupo RAR associado ao metronidazol) nos 

parâmetros clínicos e microbiológicos 3 meses após o início da terapia. Feres et al 

(2001) observaram que o uso de metronidazol 250 mg ou amoxilina 500 mg por 14 

dias, foi capaz de alterar a microbiota subgengival em pacientes com periodontite 

crônica. Porém, apesar da melhora nesses indivíduos, a utilização de antibióticos 

como terapia coadjuvante na doença periodontal vem sofrendo uma grave limitação 

em decorrência do aparecimento de bactérias resistentes aos agentes 

antimicrobianos, além de poderem acarretar extensos efeitos colaterais (erupção 

cutânea ou lesão da pele, mudança na flora intestinal, náusea, vômitos e dores de 

cabeça) e apresentarem uma dificuldade em atingir concentrações bactericidas no 

fluido gengival crevicular, tornando necessária a busca por tratamentos coadjuvantes 

alternativos (Herrera et al., 2008; Walker et al., 2004).  

Nesse contexto, a terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa) tem se mostrado 

promissora, sendo cada vez mais explorada pelo seu potencial de ação 

antimicrobiano, tendo destaque no campo oral e dental no controle da periodontite, 

em associação com diferentes procedimentos odontológicos como a RAR (Kharkwal, 

2011; Meimandi et al., 2017; St. Denis et al, 2011; Dai; Huang; Hamblin, 2009; Ackroyd 

et al., 2001; Brown; Brown; Walker, 2004).  

 1.3. Terapia Fotodinâmica 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma modalidade terapêutica baseada na 

administração de um agente fotossensibilizador (FS) não-toxico ao paciente, com 

posterior irradiação de luz em um comprimento de onda adequado em presença de 

oxigênio, ocasionando a morte das células-alvo via dano oxidativo. Apresenta diversas 

vantagens no tratamento de infecções, tais como: não exigir adesão do paciente, início 

de ação imediato, efeito deletério independente do estado metabólico da célula alvo, 

eliminação de fatores de virulência e diminuição de efeitos adversos sistêmicos, 
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devido a sua aplicação restrita à área irradiada (Mroz et al., 2011; Brown; 

Brown;Walker,2004; Dai; Huang; Hamblin, 2009).  

  O emprego da TFD na morte celular induzida foi relatado por Oscar Raab, 

estudante que trabalhava com o Prof. Herman Von Tappeiner em Munique - 

Alemanha. Tal descoberta foi feita acidentalmente em 1900, quando notaram que o 

protozoário Paramecium infusoria em solução de laranja de acridina morria após a 

exposição à luz. No entanto, nem a luz ou FS isoladamente tiveram qualquer efeito 

aparente sobre os paramécios. O laboratório de Von Tappeiner cunhou o termo “ação 

fotodinâmica” em trabalhos seguintes mostrando que além da luz, o oxigênio também 

era essencial (Peloi, 2007).  

Enquanto a “ação fotodinâmica” em lesões cancerosas e/ou pré-cancerosas, 

juntamente com doenças não infecciosas como vitiligo, psoríase e degeneração da 

macula se desenvolvia, a TFD aplicada no campo das doenças infecciosas foi deixada 

de lado devido a descoberta dos antibióticos na década de 1940, o que na época 

revolucionou o tratamento das mesmas. No entanto a década de 1990 marcou o 

recomeço da utilização da TFD como uma terapia antimicrobiana alternativa, 

especialmente pelo enorme crescimento das infecções hospitalares, por conta da 

multiplicação de bactérias resistentes aos antibióticos (Epstein, 1990). Diversos 

estudos investigaram a ação da TFDa em micro-organismos da cavidade oral. Wilson 

et al (1992), em um de seus trabalhos avaliou o efeito da TFDa em patógenos orais 

após a sensibilização com azul de metileno e azul de toluidina, sob a irradiação com 

laser de baixa intensidade (He-Ne, 632 nm), constatando sua eficiência na eliminação 

de S. sanguis, A. actinomtycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis. Nos anos 2000 

estudos clínicos ‘’ in vivo’’ começaram a ser realizados para tratamento da cárie dental 

e biofilmes supra e subgengivais (Ackroyd et al., 2001).  

Três fatores atuam concomitantemente para que a TFD ocorra: o FS, a luz e o 

oxigênio. Isoladamente, a luz e o FS não devem exercer efeito deletério ao substrato 

biológico (Lim et al., 2012). A TFD se inicia com o acúmulo e captação do FS pela 

célula, o que a torna sensível à luz de comprimento de onda específico ao que o FS 

absorve. O resultado é uma resposta fototóxica e morte devido aos danos oxidativos 

causados pelas espécies reativas de oxigênio (EROs) geradas, incluindo oxigênio 

singleto (1O2) e radicais livres como radical hidroxila (HO•) e ânion superóxido (O2
•–) 

.Somente as estruturas e moléculas que estão próximas as áreas de produção das 

EROs são diretamente afetadas (Mroz et al., 2011; Gao et al., 2018). As EROs 
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apresentam um importante papel na indução do fenômeno de apoptose e necrose nas 

células eucarióticas. Em células procariotas as reações da TFD se dão em sítios 

como, parede celular, proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos. (Komerik et al., 2003; 

Giroldo et al., 2009; Souza; Lage-Marques, 2010). 

O mecanismo de ação da TFD pode ocorrer por meio de duas maneiras, sendo 

essas denominadas de reações tipo I e II (Figura 2). Na reação tipo I, o FS no estado 

tripleto excitado reage com um substrato biológico oxidável como lipídios, proteínas e 

ácidos nucleicos, transferindo um elétron ou H+ para dar origem a radicais e íons 

radicais que então reagem com o oxigênio molecular e geram as espécies reativas de 

oxigênio altamente citotóxicas, como ânion superóxido, peroxido de hidrogênio e 

radicais hidroxila. Já na reação tipo II, o FS tripleto excitado transfere energia 

diretamente ao oxigênio em seu estado tripleto fundamental, em um fenômeno 

chamado aniquilação tripleto-tripleto, formando oxigênio singleto, altamente reativo e 

citotóxico. As duas reações ocorrem ao mesmo tempo e a relação entre esses dois 

processos depende do FS utilizado, das concentrações de substrato e oxigênio, além 

da afinidade de ligação do FS com o substrato e parâmetros de iluminação (Dolmans; 

Fukumura; Jain, 2003; Machado, 2000; Kharwal et al., 2011; Ribeiro et al., 2011). 

 

Fonte: Freitas, 2018. 

 

A escolha do FS é de fundamental importância na garantia da efetividade da 

terapia. Em um aspecto geral, o FS deve ser uma molécula biologicamente estável, 

capaz de absorver luz preferencialmente do espectro eletromagnético visível, não 

Figura 2 – Esquema ilustrativo sobre o mecanismo de ação tipo 1 e tipo 2 na 
terapia fotodinâmica. 
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exercendo citotoxicidade significativa ao hospedeiro na ausência da luz. Deve 

apresentar boa seletividade e baixa toxicidade sistêmica e que seja preferencialmente 

de baixo custo e fácil síntese. Diversas moléculas de FS vem sendo utilizadas em 

estudos envolvendo a TFD, como por exemplos derivados fenotiazínicos (azul de 

metileno e azul de toluidina) e tetrapirrólicos (porfirinas e clorinas). A maioria dos FS 

ativam-se pela luz no comprimento de onda visível entre 400 e 700 nm, o que 

corresponde a uma profundidade de penetração de luz de aproximadamente 0,5 a 1,5 

cm. Quando há uma maior necessidade de penetração, é preciso utilizar FS que 

absorvam bem o infravermelho, como por exemplo, a indocianina verde, que absorve 

em 810 nm (Abrahamse, Hamblin, 2016).  

Apesar da concentração do FS desempenhar um papel importante na eficácia 

da TFD antimicrobiana, os parâmetros de luz como dose total de energia devem ser 

detalhadamente estudados. Em geral, a foto-inativação de células microbianas é 

dependente da dose de luz entregue na amostra, somados a presença do FS. 

(Ackroyd et al., 2001, Arakane et al., 1996). 

Como já é sabido, a luz é um dos três componentes imprescindíveis para que 

ocorra a TFD, por isso a escolha correta da fonte de luz é essencial para a eficácia da 

terapia. As fontes de luz que podem ser utilizadas para o emprego da TFD, de acordo 

com a literatura, incluem os LEDs (light-emitting diode), lasers e as lâmpadas 

halógenas de amplo espectro. Com os LEDs apresentando a melhor relação custo-

benefício, além de poderem ser dispostos em matrizes, apresentando diversos 

formatos, facilitando sua aplicação em áreas maiores do que seria possível utilizando-

se o laser (Ribeiro; Sabino, 2016; Chen et al., 2012). 

A efetividade da ação antimicrobiana da TFD também é influenciada pela 

diferente fisiologia entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, uma vez que 

a parede das bactérias Gram-positivas favorece o transporte das moléculas neutras e 

aniônicas dos FS. Por outro lado, o peptídeoglicano e a membrana externa e 

periplasmática presentes na constituição das bactérias Gram-negativas, contém 

numerosas moléculas carregadas negativamente, tais como o LPS 

(lipopolissacarideo) e funcionam como uma barreira física e funcional à ligação e a 

transposição das moléculas do FS, do meio externo para o citoplasma (Friedrich et 

al., 2000). Os FS catiônicos apresentam uma rápida associação às células 

microbianas, tendo boa afinidade pelas bactérias Gram-negativas, favorecendo a 
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relação de seletividade e preservando a integridade das células hospedeiras (Malik et 

al., 1992; Nitzan et al., 1992). 

 1.4. Biofilmes bacterianos 

 

Uma das preocupações atuais no campo das infecções bacterianas são os 

biofilmes. Um biofilme microbiano é definido como uma comunidade estruturada de 

células bacterianas, envolvidas em uma matriz polimérica autoproduzida, aderidas a 

superfícies inertes ou vivas, que se comunicam entre si por meio de um mecanismo 

denominado quorum sensing. A matriz contém polissacarídeos, proteínas e DNA 

microbiano extracelular, com a função de proteger o biofilme do sistema imune do 

hospedeiro, impedindo o reconhecimento dos micro-organismos pelos fagócitos e 

inibindo a ativação do sistema complemento.  Através do quorum sense, os micro-

organismos podem interferir na estrutura do biofilme, de modo a estimular o 

crescimento de espécies benéficas e inibir o crescimento de outras espécies 

competitivas. As propriedades fisiológicas das células bacterianas também podem ser 

modificadas, por meio deste mecanismo de comunicação, favorecendo a expressão 

de genes para a resistência a antibióticos, de modo a proporcionar a proteção de toda 

a comunidade (Rumjanek; Fonseca; Xavier, 2004; Socransky, Haffajee, 2000; 

Domenech, 2013; Taraszkiewicz, 2013). 

A formação do biofilme tem início com o processo de adesão dos micro-

organismos a superfícies bióticas e abióticas e pode ser dividida em dois estágios: a 

fixação reversível inespecífica primária e a adesão irreversível especifica. A aderência 

inicial a superfícies abióticas é geralmente inespecífica, enquanto a adesão em 

tecidos vivos envolve interações especificas baseadas em lectina ou baseadas em 

adesinas, sendo facilitada pela excreção microbiana de uma matriz de 

exopolissacarídeos, formando micro-colônias e canais de água adjacentes, sendo 

úteis na obtenção de nutrientes e na excreção de produtos tóxicos (Kyaw, 2016; 

Arciola et al., 2005). Tal adesão bacteriana e sua consequente formação de biofilme 

(Figura 3), possui um importante papel na patogênese, representando um grande 

desafio no combate a infecções persistentes e garantia da saúde humana (Costerton; 

Stewart; Greenberg, 1999). 
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Figura 3 – Estágios de formação do biofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Tremblay et al. 2014. 

Esquema da formação do biofilme mostrando inicialmente a adesão de células bacterianas em 

fase planctônica no substrato, com subsequente proliferação, dando origem ao biofilme. As células 

passam pelo período de maturação e expansão do biofilme, com posterior dispersão de células 

planctônicas, para colonização de novos sítios. 

 

Um grande número de infecções crônicas envolve o biofilme, tornando-as muito 

mais difíceis de serem erradicadas pela terapia convencional antimicrobiana. Estima-

se que a resistência do biofilme aos antimicrobianos seja na ordem de 1000 a 1500 

vezes superior, em relação as bactérias na forma planctônica (Socransky, Haffajee, 

2000; Stewart; Costerton, 2001; Taraszkiewicz, 2013).  

Diante disso, foram propostos alguns mecanismos de resistência do biofilme 

ao antibiótico. O primeiro mecanismo propôs alterações na barreira físico-química que 

a matriz representa para o antibiótico. Høiby, Ciofu e Bjarnsholt (2010) demonstraram 

que a resistência do biofilme de Pseudomonas aeruginosa frente ao tratamento 

antimicrobiano está relacionada com a presença de muco produzido pelo biofilme, a 

qual representa uma barreira física, reduzindo a internalização do fármaco em suas 

camadas mais basais. Jefferson, Goldmann e Pier (2005) sugeriram que, embora a 

matriz não possa inibir a penetração do antibiótico, ela pode retardar a taxa de 

penetração o suficiente para, provavelmente, induzir a expressão de genes que levam 

a geração da resistência. Além disso, existem estudos que demonstraram que 
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bombas de efluxo são altamente ativas em biofilmes bacterianos, fazendo com que os 

fármacos sejam expulsos do interior deste (Kishen, 2010). 

A segunda hipótese para explicar a reduzida sensibilidade de biofilmes aos 

fármacos refere-se ao estado metabólico dos micro-organismos. Zonas com 

nutrientes esgotados e redução de oxigênio dentro do biofilme, resultam em uma fase 

estacionária do tipo dormência, influenciando na resistência e persistência dos 

biofilmes frente aos agentes dependentes de processos biológicos ativos (Brown, 

Allison, Gilbert, 1988). 

Já a terceira hipótese envolve a adaptação genética para diferentes condições. 

A frequência de mutação de um microrganismo no biofilme em crescimento é 

significativamente mais elevada do que a da sua forma planctônica (Driffield, 2008). 

Além disso, a grande densidade celular em biofilmes facilita altas taxas de 

transferência gênica horizontal entre os micro-organismos, e a conjugação ocorre 

mais frequentemente entre membros de comunidades de biofilmes do que entre 

bactérias na fase planctônica (Sorensen et al., 2005).  

 1.5. Resistência bacteriana 

 

A principal forma de tratamento para infecções é a quimioterapia 

antimicrobiana, no entanto, como dito anteriormente esta é uma modalidade que sofre 

limitações devido à resistência aos fármacos. Esta resistência pode ser dividida em 

duas categorias: a resistência intrínseca, que diz respeito a habilidade inerente da 

bactéria em impedir a ação de determinado fármaco através da inativação de uma 

molécula, influxo diminuído e/ou efluxo aumentado ou pela baixa afinidade do alvo 

terapêutico pelo fármaco. A resistência extrínseca, que está relacionada a respostas 

adaptativas da bactéria frente a exposição de determinado tratamento, fazendo com 

que ocorra o desenvolvimento de tal resistência, por meio de mutações, aquisições 

de genes exógenos ou ativação de vias compensatórias (Cox; Wright, 2013; Ammor 

et al., 2008). 

 Atualmente infecções resistentes a antibióticos afetam mais de 2 milhões de 

pessoas todos os anos e matam pelo menos 23 mil somente no Estados Unidos e na 

União Europeia (World Health Organization, 2014). A Organização Mundial da Saúde 

não tem como providenciar estatísticas globais, pois muitos países não divulgam 

estimativas, mas tem alertado que a ‘’ era pós-antibióticos’’, onde infecções comuns 



26 
 

podem voltar a matar com frequência muito aumentada, é uma realidade cada vez 

mais concreta. A infecção provocada por cepas resistentes reduz drasticamente a 

probabilidade de sucesso terapêutico, e os gastos de saúde associados podem 

chegar a casa dos bilhões por ano (Fair; Tor, 2014; World Health Organization, 2014). 

Embora a resistência bacteriana continue a surgir,  desde  a década de 1980 não há 

o desenvolvimento de uma nova classe de antibióticos (Cassir; Rolain; Brouqui, 2014).  

Pelo fato de a TFDa atuar em múltiplos alvos, conferindo um caráter não 

especifico de inativação celular, o desenvolvimento de resistência bacteriana é tido 

como improvável. Fatores como a alta reatividade e o curto período de meia-vida do 

1O2 e das EROS, dificultam a expressão de mecanismos de proteção, tendo nessa 

característica sua principal vantagem em relação à antibioticoterapia (Akilov et al., 

2006; Dolmans, Fukumura, Jain, 2003). 

No entanto, estudos sobre o potencial dos micro-organismos em desenvolver 

resistência à TFDa são escassos e controversos (St Denis et al.,2011; Akilov et al., 

2006).  

É possível que mecanismos de resistência intrínseca impeçam ou diminuam a 

entrada do FS, o que poderia minimizar a eficácia da terapia, tendo em vista que a 

entrada e o acúmulo de FS na célula-alvo é necessário para que o processo 

fotodinâmico seja bem-sucedido. Outro fator que poderia influenciar na tolerância 

microbiana contra a TFDa, são os sistemas de proteção enzimáticos contra o radical 

superóxido e o peróxido de hidrogênio, os quais são removidos por superóxidos 

dismutases e por catalases/peroxidases, respectivamente. A bactérias respondem a 

níveis aumentados de O2
•- e H2O2 pela indução transcricional de genes codificadores 

de proteínas protetoras, juntamente com sistemas protetores adicionais, como as 

proteínas de choque térmico, responsáveis pelo redobramento, reparo, reciclagem de 

proteínas danificadas e estabilização de membranas lipídicas durante o estresse 

celular (Casas et al., 2011; Al-mutairi et al., 2018; Horvát et al., 2008). 

Neste estudo investigamos in vitro a susceptibilidade das bactérias da placa 

bacteriana, derivada de pacientes portadores da doença periodontal, em fase 

planctônica e biofilme, frente ao tratamento com TFDa, após a sensibilização com 

determinadas concentrações de azul de metileno, clorina-e6 e curcumina. Buscamos 

também comprovar a possibilidade de desenvolvimento de resistência dessas 

bactérias periodontopatogênicas após sucessivas aplicações de TFDa sob uma 

condição sub ótima.  
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5. Conclusões 
 

De forma geral e de acordo com as metodologias empregadas, pode-se concluir 

que a TFDa mediada por azul de metileno, clorina-e6 e curcumina apresentou 

potencial de redução total e parcial frente ao pool de bactérias periodontopatogênicas 

em fase planctônica e biofilme, respectivamente. 

Também foi possível observar, em suspensão, que este mesmo pool de 

bactérias quando sujeito a consecutivas doses sub letais de TFDa, não desenvolveu 

o perfil de resistência, resultando na eliminação total da carga microbiana até o 5°ciclo 

para azul de metileno e clorina-e6 e 3° ciclo para curcumina.  

Com as aplicações sucessivas de TFD em biofilme não se obteve a redução 

completa da microbiota, no entanto as aplicações sucessivas resultaram em um 

aumento gradativo da redução dessa carga bacteriana, indicando, portanto, que a 

TFDa não induziu resistência a esses micro-organismos. Adicionalmente, essas 

reduções proporcionadas pela TFDa, ocasionaram uma alteração na composição da 

microbiota oral, diminuindo a prevalência das bactérias do complexo vermelho e 

laranja.  

Por fim, conclui-se também que mesmo em bactérias resistentes ao 

metronidazol, a TFDa foi eficiente. Evidenciando o potencial promissor desta terapia 

na prática clínica. 
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