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Silva MP. Terapia fotodindmica em esporos de Bacillus atrophaeus e
Bacillus subtilis: estudos com LASER, LED, azul de metileno, rosa
bengala e verde malaquita [dissertacdo]. S&o José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2012.

RESUMO

Os esporos de Bacillus spp. sdo encontrados amplamente distribuidos na
natureza, podendo ocasionar contaminagdo do meio ambiente e,
eventualmente, doencas ao homem e animais. Em resposta a crescente
resisténcia microbiana, a terapia fotodinamica (PDT) surge para atuar
como um tratamento alternativo e eficaz. O presente estudo teve como
objetivo comparar e avaliar a acado exercida pelo LASER de baixa
intensidade (vermelho visivel) e pelo diodo emissor de luz verde (LED) em
esporos de Bacillus atrophaeus e Bacillus subtilis na PDT, com o0 uso dos
fotossensibilizadores azul de metileno (37,5 uM), rosa bengala (12,5 uM)
e verde malaquita (300 uM). Utilizou-se cepa padrdao de Bacillus
atrophaeus (ATCC 9372) e Bacillus subtilis (ATCC 19659). As cepas
foram cultivadas, durante 7 dias, em Agar Nutriente acrescidas de 0,003%
de sulfato de manganés e analisadas quanto a formacdo de esporos
(coloracdo de Wirtz-Conklin). Os esporos foram suspensos em agua
destilada esterilizada e centrifugados por 10 min a 653 Xg. As
suspensdes receberam choque térmico de 70 °C por 30 min. As
suspensdes foram padronizadas com 10° células/mL. Em placas de 96
pocos adicionou-se 0,1 mL de suspensdo dos esporos de Bacillus
atrophaeus ou de Bacillus subtilis e 0,1 mL do fotossensibilizador ou de
solucdo de NaCl a 0,9%, sendo agitadas durante 5, 10 e 30 minutos e
irradiadas. Realizaram-se diluicbes seriadas. Aliquotas de 0,1 mL das
diluicdes foram semeadas em placas com Agar Infusdo Cérebro-Coracéo
e incubadas a 37 °C por 48 horas. Os resultados foram analisados
estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey, p<0,05). As maiores reducdes
observadas em UFC/mL (Logio) para os esporos de Bacillus atrophaeus
foram 0,71 Logio para azul de metileno (10 min); 2,49 Log;o para rosa
bengala (30 min) e 0,42 Logio para verde malaquita (10 min). Em relacao
aos esporos de Bacillus subtilis as maiores reducées foram 0,82 Logio
para azul de metileno (10 min); 3,86 Logio para rosa bengala (30 min) e
0,63 Logio para verde malaquita (10 min). Conclui-se que a PDT foi eficaz
contra esporos de Bacillus atrophaeus e Bacillus subtilis nos parametros
testados.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica. Esporos de Bacillus atrophaeus.
Esporos de Bacillus subtilis. Fontes de luz. Fotossensibilizadores.



Silva MP. Photodynamic therapy of spores of Bacillus atrophaeus and
Bacillus subtilis: studies with laser, LED, methylene blue, rose bengal and
malachite green [dissertation]. S&o José dos Campos: School of Dentistry
of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2012.

ABSTRACT

The spores of Bacillus spp. are found widely distributed in nature, which
may cause contamination of the environment and eventually diseases to
humans and animals. In response to increasing microbial resistance,
photodynamic therapy (PDT) appears to act as an alternative treatment
and effective. The present study aimed to compare and evaluate the
action exerted by low intensity laser and green light emitting diode (LED)
in spores of Bacillus atrophaeus and Bacillus subtilis in PDT, with the use
of photosensitizers blue methylene (37.5 ¢M), rose bengal (12.5 M) and
malachite green (300 xM). It was used a standard strain of Bacillus
atrophaeus (ATCC 9372) and Bacillus subtilis (ATCC 19659). The strains
were cultivated for 7 days in Nutrient Agar added to 0.003% of manganese
sulphate and analyzed for the formation of spores (Wirtz-Conklin staining).
The spores were suspended in sterile distilled water and centrifuged for 10
min at 653 Xg. The suspensions were heat shock at 70 °C for 30 min. The
suspensions were standardized to 10° cells / mL. In 96-well plates were
added 0.1 ml of Bacillus subtilis or Bacillus atrophaeus and 0.1 ml of the
photosensitizer or NaCl 0.9%, stirred for 5, 10 and 30 minutes and
irradiated. Serial dilutions were performed. Aliquots of 0.1 mL of the
dilutions were plated on Brain Heart Infusion Agar and incubated at 37 °C
for 48 hours. The results were analyzed statistically (ANOVA, Tukey test,
p<0.05). The highest observed reductions in CFU/ml (Logio) for Bacillus
atrophaeus were 0.71 Logio for methylene blue (10 minutes), 2.49 Logio
for rose bengal (30 min) and 0.42 Log;o for malachite green (10 min). In
relation to Bacillus subtilis the largest reductions were 0.82 Logip for
methylene blue (10 minutes), 3.86 Log;o for rose bengal (30 min) and 0.63
Logip for malachite green (10 min). The conclusion was that the PDT was
effective against Bacillus subtilis and Bacillus atrophaeus the parameters
tested.

Keywords: Photodynamic Therapy. Spores of Bacillus atrophaeus. Spores
of Bacillus subtilis. Light sources. Photosensitizers.




1 INTRODUCAO

Vivemos em uma época de expansdo tecnoldgica e
cientifica, na qual h4 uma crescente conscientizacdo sobre a resisténcia
dos micro-organismos aos antimicrobianos, ocasionando uma constante
busca pelo desenvolvimento de tratamentos alternativos e/ou
coadjuvantes. Assim, mediante esta resisténcia ocasionada,
principalmente, pelo uso frequente e indevido dos antimicrobianos,
limitando a eficiéncia dos tratamentos convencionais, a Terapia
Fotodinamica (PDT, do inglés, Photodynamic Therapy) surge como uma
modalidade terapéutica adjuvante para contribuir no desenvolvimento do
controle de micro-organismos.

Porém, a terapia fotodinamica ndo deve ser entendida
como uma substituicdo aos tratamentos convencionais e seus farmacos,
mas como tratamento complementar e eficaz para algumas situagbes
(Garcez et al., 2003). O mecanismo da terapia fotodinamica constitui-se
na combinacdo de um fotossensibilizador, uma luz e moléculas de
oxigénio para efetuar a destruicdo de um alvo biolégico (Dougherty et al.,
1998).

Quando os nutrientes sado limitados, as bactérias do
género Bacillus formam esporos, metabolicamente inativos, que sao
extremamente resistentes as agressfées ambientais e substancias
guimicas téxicas que facilmente destruiriam os seus homologos celulares
(Russell, 1990; McDonnell, Russell, 1999; Nicholson et al., 2000).

Com a resisténcia dos micro-organismos, 0S €esporos,
formados por algumas bactérias tornam-se, também, mais resistentes aos
tratamentos antimicrobianos. Segundo Oliveira et al. (2009), esses micro-

organismos estdo assumindo importancia relevante, principalmente, nas
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guestdes relacionadas com condi¢cdes sanitarias devido aos dejetos
descartados no meio ambiente, como residuos fecais. Distribuidos
amplamente na natureza, 0os esporos causam deterioragdo nos alimentos
e eventualmente doencgas ao ser humano.

Outra preocupacao relevante € a disponibilidade de agua
potavel, ou pelo menos util, para consumo da populacdo. Uma
possibilidade para solucionar este problema é a necessidade de purificar
a agua para que possa ser reutilizada, eliminando os residuos nela
existentes. Neste caso, 0S esporos, bem como outros micro-organismos
patoldgicos constituem um sério risco a saude da populacdo. Embora o
cloro seja eficaz na inativacdo de bactérias e virus, a formacdo de
subprodutos potencialmente téxicos e cancerigenos é uma questdo que
desencadeia o interesse por tratamentos alternativos (Schéafer et al.,
2000).

Uma variedade de agentes biologicos pode estar presente
em um acidente biolégico ou num ataque de bioterrorismo.
Consequentemente, existe uma necessidade por tratamentos mais faceis
de serem utilizados e que possam destruir estes micro-organismos.
Conforme descrito na Histéria, os esporos de Bacillus anthracis foram
utilizados como verdadeiras armas bioldgicas, pois 0s esporos de Bacillus
spp. sdo metabolicamente inativos e resistentes a muitos tratamentos que
destroem micro-organismos na forma vegetativa, incluindo produtos
guimicos, radiacdo ultravioleta e calor seco e Umido (Russell, 1990;
McDonnell, Russell, 1999; Nicholson et al., 2000; Setlow et al., 2000).
Devido ao alto nivel de resisténcia, o teste de descontaminacdo mais
eficaz é aquele que tem a capacidade de destruir esporos (Young, Setlow,
2004).

Assim, torna-se importante e essencial o surgimento de
pesquisas para avaliar a acado da terapia fotodinamica em esporos
bacterianos com intuito de descobrir métodos mais eficazes para a

destruicdo destas formas de resisténcia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia da Terapia Fotodinamica

Relatos da terapia fotodindmica foram datados da época
da civilizacdo egipcia por meio da ingestdo de plantas (contendo os
psoralenos, furo [3,2-g]-coumarina ou acido 6-hidroxi-5-benzofurano-
acrilico &-lactona) e luz solar, para tratamento de doencas como vitiligo
(Simplicio et al., 2002) e psoriase. Relatos antigos encontrados na india e
China também descrevem a utilizacdo da PDT (Simplicio et al., 2002;
Ochsner, 1997b). Em 1900, Oscar Raab, na Universidade Ludwig-
Maximillian, Munique, descreveu a ac¢éao letal do corante acridina e da luz
sobre Paramecio, organismo unicelular causador da malaria (Sternberg,
Dolphin, 1998; Kubler et al., 2001; Pervaiz, 2001; Malik et al., 2010;
Imparato, 2005).

O médico aleméao Friedrich Meyer-Betz foi pioneiro no
desenvolvimento de estudos sobre “Fototerapia de Irradiagédo” (PRT, do
inglés, Photo Radiation Therapy) com porfirina, em 1913, observando os
efeitos da PRT-hematoporfirina em sua pele pela inoculacdo de 200 mg
de hematoporfirina e ndo obteve efeito nenhum, mas, ao se expor a luz
desenvolveu fotossensibilidade no local por alguns meses (Machado,
2000; Simplicio et al., 2002).

John Toth, gerente de produtos da Cooper Medical
Devices Corp/ Cooper Lasersonics, confirmou o efeito quimico da terapia
com o uso de fotossensibilizadores e LASER de argbnio, escrevendo,
entdo, o primeiro artigo que renomeava a terapia como terapia

fotodindmica. Atualmente, a terapia fotodindmica trata de varios tipos de
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cancer e doencas infecciosas (Dougherty, Marcus, 1992; Lui, Anderson,
1992; Ackroyd et al., 2001).

2.2 Terapia Fotodinamica

A terapia fotodinamica representa uma alternativa efetiva
de tratamento para infeccdes microbianas localizadas, como também em
Ulceras crbnicas e infeccbes orais (Wainwright, Crossley, 2004). Na
Odontologia, pesquisas estdo sendo desenvolvidas para tratamento da
doenca periodontal devido a resisténcia microbiana, sendo um método
benéfico e complementar as medidas convencionais (Malik et al., 2010).
Em vérios estudos comprovou-se que o uso frequente de antibibticos &
uma das causas de resisténcia das bactérias (Walker, 1996; Manch-Citron
et al., 2000; Feres et al., 2002). A terapia fotodinamica emergiu como uma
nova modalidade terapéutica ndo invasiva para o tratamento de varias
infec¢Bes causadas por bactérias, fungos e virus (Jori et al., 2006).

Ao combinar o uso de uma  substancia
fotossensibilizadora e luz para tratamento antimicrobiano, a terapia
fotodinamica é denominada de Terapia FotodinAamica Antimicrobiana
(APDT, do inglés, Antimicrobial Photodynamic Therapy). Esta modalidade
terapéutica apresenta um aspecto importante: repetidas aplicagcbes sem
resultado n&o selecionam as bactérias, assim, ndo desenvolvem
resisténcia microbiana (Wainwright, Crossley, 2004).

Em comparacdo com outras terapias citotdxicas, a terapia
fotodindmica tem a possibilidade de agir no tecido infectado ou na célula-
alvo e a fonte de luz pode incidir diretamente sobre o local da lesao
(Demidiva, Hamblin, 2004).

As bactérias Gram-positivas sédo relativamente menos

resistentes a terapia fotodinAmica em relacéo as Gram-negativas (Malik et
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al., 1992). Isto ocorre devido a variacdes estruturais na parede celular.
(Hancock, 1997; Vaara, 1992).

As bactérias Gram-negativas apresentam uma complexa
membrana externa que inclui bicamadas lipidicas que funcionam como
uma barreira fisica e funcional entre a célula e o meio externo. As
bactérias Gram-positivas tém uma membrana espessa que ¢€
relativamente permeavel (Perussi, 2007; Nagata et al., 2012), sendo
possivel a difusdo do fotossensibilizador para locais sensiveis (Konopka,
Goslinski, 2007; Nagata et al., 2012).

Diferencas na suscetibilidade a terapia fotodindmica entre
espécies que apresentam mesma classificacdo Gram sdo mais dificeis de
explicar. Fatores importantes incluem algumas barreiras, como a
permeabilidade da membrana, as diferentes enzimas antioxidantes ou os
mecanismos de reparacdo de DNA, além de fatores simples, tais como o
tamanho da célula (Demidova, Hamblin, 2004).

Schafer et al. (2000) estudaram os diferentes métodos de
desinfeccdo dos efluentes da agua, através da inativacdo dos micro-
organismos Escherichia coli, Deinococcus radiodurans e esporos de
Bacillus subtilis utilizando a combinacdo do fotossensibilizador rosa
bengala, na concentracdo de 2 uM, com simulacao de luz visivel, obtida
com uma lampada de xé&non (Polytec, Waldbronn, Germany) de 90 J/cm?*
Observou-se que os esporos nao foram fotoinativados pelo rosa bengala.

Fekrazad et al. (2011) estudaram o efeito da terapia
fotodinamica em Streptococcus mutans, utilizando Radachlorin® (Rada-
farma Ltd, Russia) gel 0,1% como fotossensibilizador e LASER de He-Ne
(Plasma, RUssia) de 633 nm, densidade de energia 6 J/cm?. Observou-se
gue a combinacdo do Radachlorin® com o LASER foi mais eficaz que o
uso do Radachlorin® ou do LASER (p <0,05) isoladamente.

Junqueira et al. (2010) investigaram, in vitro, os efeitos
antimicrobianos da terapia fotodinamica associada ao fotossensibilizador
verde malaquita em culturas planctonicas de Staphylococcus,
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Enterobacteriaceae e Candida, utilizando laser (660nm), observou que o0s
micro-organismos foram sensiveis ao tratamento com verde malaquita,
apresentando reducdes de cerca de 7 Log;o para Staphylococcus, 6 Logio

para Enterobacteriaceae, e 0,5 Logio para o género Candida.

2.2.1 Mecanismo de ac¢do da Terapia Fotodinamica

A terapia fotodindmica € baseada no conceito que um
determinado composto fotoativador ou fotossensibilizador pode ser
preferencialmente localizado em certos tecidos e, subsequentemente,
ativado pela luz de comprimento de onda apropriado para gerar oxigénio
singlete e radicais livres que sao citotoxicos para as células do tecido alvo
(Soukos et al., 1998). Estudos tém demonstrado que as bactérias Gram-
positivas sdo mais suscetiveis a fotoinativacdo (Soukos et al., 1998;
Bertoloni et al., 1992; Malik et al., 1990) em relacdo as bactérias Gram-
negativas (Nitzan et al., 1995; Soukos et al., 1998).

A terapia fotodinamica envolve dois estagios. O primeiro
estagio consiste na aplicacdo de um agente fotossensibilizante. O
segundo estagio envolve a aplicacdo de luz diretamente sobre a area
tratada. Quando a luz é combinada com o agente, reagdes fototdxicas sédo
induzidas para destruir células bacterianas (Malik et al., 2010).

No processo fotodindmico a absorcdo de fotons (por
unidade de volume de tecido) pelo fotossensibilizador sé ocorre quando o
comprimento de onda de luz irradiada pertence ao espectro de absorcao
da substancia fotossensivel (Salva, 2002; Emilio, 2008; Setubal, 2007).
Ap6s a absorcdo da luz, o fotossensibilizador passa do estado
fundamental para o estado singlete excitado de meia-vida curta (Salva,
2002; Ochsner, 1997a; Hendersn, Dougherty, 1992; Emilio, 2008; Setubal,
2007; Malik et al., 2010). O composto singlete excitado pode retornar ao
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estado fundamental emitindo luz na forma de fluorescéncia ou passar a
um estado triplete excitado de meia-vida longa, por meio de um processo
denominado de cruzamento entre sistemas. (Salva, 2002; Ochsner,
1997a; Hendersn, Dougherty, 1992; Emilio, 2008). No estado triplete
excitado, o fotossensibilizador pode sofrer dois tipos de reacéo: tipo | e
tipo Il. Na reacéo tipo I, ocorre a transferéncia de um préton ou um elétron
entre o fotossensibilizador no estado triplete excitado e o substrato ou
moléculas do solvente, gerando ions-radicais, anion ou cation, que
reagem com o0 oxigénio no estado fundamental, formando espécies
reativas de oxigénio. Na reacdo tipo Il, ocorre transferéncia de energia do
fotossensibilizador no estado triplete diretamente ao oxigénio molecular,
com a obtencdo de oxigénio singlete altamente citotoxico (Oschner,
1997a; Machado, 2000; Setubal, 2007; Castano et al., 2004; Henderson,
Dougherty, 1992; Emilio, 2008). As reacdes podem ocorrer
simultaneamente e dependem do tipo de fotossensibilizador utilizado, da
concentracdo do substrato e de oxigénio (Castano et al., 2004; Emilio,
2008).

2.3 Oxigénio singlete

O oxigénio singlete corresponde aos trés estados
eletronicamente excitados e superiores ao oxigénio molecular no estado
fundamental, 3% (Machado, 2000). Assim, a molécula de oxigénio em seu
estado fundamental é importante para os processos fotoquimicos devido
ao elevado potencial quimico e caracteristicas Unicas de reatividade
(Turro, 1991). Segundo a Teoria Orbital Molecular, a configuracao
eletrénica do oxigénio no estado fundamental possui dois elétrons
desemparelhados nos orbitais moleculares degenerados nx e ny. Esses

elétrons tendem a possuir o0 mesmo spin produzindo multiplicidade
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maxima e um estado de energia baixa. Essa € a razéo pela qual o estado
fundamental do oxigénio € um triplete (Machado, 2000). O tempo de vida
do oxigénio singlete em solucdo é profundamente influenciado pela
natureza do solvente: em agua, por exemplo, é de cerca de 4,0 us
(Machado, 2000; Ochsner, 1997a; Dougherty et al., 1998). Em sistemas
bioldgicos, o oxigénio singlete apresenta tempos de vida extremamente
baixos, inferiores a 0,04 ps. Em fungédo disto, seu raio de agédo é
extremamente reduzido, <0,02 um (Machado, 2000; Malik et al., 2010).

2.4 Fotossensibilizador

Preparacdes iniciais de fotossensibilizadores para terapia
fotodindmica basearam-se em uma mistura complexa de porfirinas,
denominados de derivado da hematoporfirina. Extensas pesquisas
guimica e bioldgica foram realizadas nos ultimos 20 anos para identificar
novos fotossensibilizadores que pertencem a diferentes classes de
compostos (Brown et al., 2004; Tardivo et al., 2005).

O uso de corantes como agentes fotossensibilizadores
vem sendo discutido desde o inicio do século. O fotossensibilizador ideal
nédo deve ser toxico por si s exercendo toxicidade somente apds ativacao
por irradiacdo, ndo causar reacao alérgica e nem hipotensdo, ser
hidrossollvel, apresentar rapida excrecdo e ser biologicamente estavel e
fotoquimicamente eficaz e seletivo (Meisel, Kocher, 2005). Mais de 400
compostos sdo conhecidos com propriedades fotossensibilizantes
incluindo corantes, medicamentos, cosméticos, produtos quimicos e

muitas substancias naturais (Malik et al., 2010).
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2.4.1 Azul de Metileno

O fotossensibilizador azul de metileno (AM) é o principal
componente de um grupo de compostos derivados, os fenotiazinicos, que
apresentam grande propensdo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio — EROS (Marinho, 2006; Wainwright, Crossley, 2004). O AM é
formado por um esqueleto triciclico simples e, devido ao seu tamanho
linear, torna-se ideal para intercalacdo com acidos nucléicos. Apresenta
absorcdo maxima na regido do vermelho visivel, com comprimento de
onda de, aproximadamente, 660nm e hidrofilico em solu¢do (Wainwright,
1998; Marinho, 2006).

O corante comercial fenotiazinico azul de metileno € um
agente fotossensibilizador eficaz para a inativagdo de virus, bactérias e
leveduras (Wainwright, 1997). E também utilizado para inativacio de uma
variedade de virus congelado em plasma fresco (Mohr et al., 1997,
Wagner et al., 1994). Suas propriedades tém sido aplicadas na
danificagcdo, primariamente, do DNA da célula bacteriana e, em menor
grau, a membrana exterior (Tuite, Kelly, 1993; Usacheva et al., 2001). O
mecanismo de genotoxicidade do azul de metileno para destruir bactéria
pode ser explicado com base na capacidade do fotossensibilizador em
fotodegradar o DNA isolado in vitro em comparacdo com outros
fenotiazinicos (Usacheva et al., 2001)

2.4.2 Rosa Bengala

O rosa bengala (RB) € um composto ciclico, pertencente
ao grupo xanteno (Konopka, Goslinski, 2007) com trés anéis aromaticos

em arranjo linear e com um atomo de oxigénio no centro do anel, que
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absorve a luz na regido visivel. Uma caracteristica deste corante esta no
fato de néo se ligar a membrana celular e localizar-se no citoplasma. O
corante rosa bengala é um haleto derivado da fluoresceina e tem sido
usado em oftalmologia como um corante para diagndstico de varias
doencas externas do globo ocular. Como fotossensibilizador, pode matar
micro-organismos, tais como virus, bactérias e protozoarios (Perussi,
2007). Apresenta forte absorcao de luz num espectro de variagao entre
500 a 550 nm correspondente ao diodo emissor de luz verde (Konopka,
Goslinski, 2007).

2.4.3 Verde Malaquita

O fotossensibilizador verde malaquita (VM) é um corante
catidnico pertencente a familia triariimetano, na qual também se inclui o
cristal violeta. O VM apresenta forte absor¢cdo na regido vermelha do
espectro visivel (Yamaoka, Sasai, 2000) e atravessa a parede celular de
micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos (Kowaltowski et al.,
1999).

Verde malaquita € um biocida usado extensivamente na
indUstria da aquicultura no mundo. E altamente eficaz contra infeccdes
causadas por protozodarios e fungos (Alderman, 1985; Schnick, 1988),
sendo também utilizado como ectoparasiticida, agente colorifico de
alimentos, desinfetante e corante para seda, 1a, couro, algoddo, papel e

produtos acrilicos (Culp, Beland, 1996; Srivastava et al., 2004).
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2.5 Irradiacao

2.5.1 LASER

O LASER, do inglés, Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, foi descoberto em 1960. Em 1917, Albert Einstein
formulou a Teoria da Emisséo Estimulada cujo principio baseia-se no fato
de que, em condi¢cdes adequadas, o &tomo pode ser excitado a partir do
bombardeamento de um meio ativo, elevando a um nivel superior de
energia. A emissdo espontdnea de energia ocorre quando o atomo
retorna de seu estado excitado para um nivel inferior e, entdo, 0 excesso
de energia é liberado na forma de um par de fétons coerentes que segue
em uma mesma diregdo (Marinho, 2006). Em 1960, a teoria se
concretizou quando Theodore Harold Maiman construiu o primeiro
emissor de LASER de rubi, fabricado com uma barra de rubi sintético
(Midda, Renton-Harper, 1991; Marinho, 2006).

A invencdo do LASER tornou possivel a obtengéo da luz
com grande poténcia e em comprimentos de onda bem definidos
(monocromaticidade). Isto facilitou sua aplicagdo em varios campos do
conhecimento e a determinacdo dos efeitos bioldgicos da radiacdo em
regides muito especificas de comprimentos de onda (ou energia ou
frequéncia) do espectro de radiacdo eletromagnético. No final da década
de 60, inicio da década de 70, surgiram os primeiros LASER de materiais
semicondutores, abrindo possibilidades ao emprego de LASER
relativamente barato, de facil manuseio e ao desenvolvimento de terapia
com LASER de baixa poténcia, conhecido pela sigla LLLT, do inglés, Low
Level Laser Therapy ou Low Power Laser Therapy. Os primeiros LASER
semicondutores eram fabricados com GaAs (arseneto de galio) ou ligas
mais sofisticadas deste material, como AlGaAs (arseneto de galio

aluminio), geralmente com emisséo na regido do infravermelho (780 nm a
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904 nm). Devido aos avancos nesta area, estruturas compostas por
diferentes materiais semicondutores permitem a construcdo de LASER
com emissdo em todo espectro visivel (Dias et al., 2009).

O uso crescente de amplificadores da luz por emisséo
estimulada de radiacdo LASER na Odontologia e na Medicina reflete o
grande avanco desta tecnologia (Ishikawa et al., 2003). Varios estudos
tém demonstrado que os processos de reparacdo, tais como inflamacéao
dos tecidos moles e cicatrizacdo 0ssea, e seus efeitos colaterais, como
dor pos-operatéria e hipersensibilidade dos dentes pos-tratamento,
podem se tornar menos maléficos para o paciente quando da aplicacdo
da terapia fotodinamica (Yilmaz et al., 2002; Bjordal et al., 2006). Além
disso, a associacio do LASER de baixa poténcia com
fotossensibilizadores na Terapia Fotodindmica Antimicrobiana também
pode ser usada para reduzir a contaminacdo bacteriana de bolsas
periodontais (Chan, Lai, 2003; O’Neill et al., 2002).

2.5.2 LED

O diodo emissor de luz (LED, do inglés, Light Emiting
Diode) consiste num dispositivo com meio ativo semicondutor. Nos diodos
emissores de luz, a luz é produzida por um processo chamado
eletroluminescéncia. A luz emitida é monocromatica e a cor varia
conforme o cristal do meio interno (Carvalho et al., 2009). Os primeiros
diodos emissores de luz comerciais foram desenvolvidos no comeco da
década de 60 e eram capazes apenas de produzir luz invisivel
infravermelha. Foram utilizados em sensores e nas aplicacbes
fotoelétricas. A seguir, vieram os LED visiveis de cor vermelha. Na
década de 70, os LED de cor verde e amarelo passaram a ser

disponiveis, mas possuiam pouco brilho. Na década de 80, foi feita a
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primeira linha de LED brilhante, inicialmente em vermelho, depois em
amarelo e finalmente em verde. Os primeiros LED com emissao de luz
azul apareceram na década de 90 (Martins, 2006).

O emprego do LED de baixa poténcia com finalidade
terapéutica vem sendo ampliado ao longo dos ultimos anos. Estudos
desenvolvidos pela National Aeronautics and Space Administration
(NASA), nos Estados Unidos, demonstraram fortes evidéncias da
eficiéncia do LED em processos de fotoestimulacao celular, podendo ser
comparado ao LASER de baixa poténcia (Vinck et al., 2003; Dias et al.,
2009). Testes clinicos com aplicacdo de LED em cicatrizacdo de Ulceras
em seres humanos ja foram liberados, nos Estados Unidos, pela Food
and Drug Administration - FDA (Whelan et al., 2001; Dias et al., 2009).

O emprego do LED pode propiciar um recurso terapéutico
opcional aos convencionais ou ser utilizado em conjunto com estes, com
a vantagem do baixo custo e comprovada eficiéncia no tratamento de

Ulceras e outras enfermidades (Dias et al., 2009).

2.6 Bacillus spp.

O género Bacillus inclui espécies validamente descritas e
muitas outras espécies de taxonomia incerta. A grande heterogeneidade
dentro do género é refletida na composicdo de bases do DNA de cepas
de Bacillus e os resultados de, pelo menos, trés grandes estudos
taxonbmicos numeéricos confirmaram a necessidade de uma subdivisdo
do género. As espécies de Bacillus sdo aerObias ou anaerdbias
facultativas, Gram-positivas, suas células vegetativas sdo retas, redondas
ou quadradas com hastes nas terminais que variam de 0,5 a 1,2 por 10 a
2,5 um, ocorrendo isoladamente ou em cadeias. Os endosporos s&o

cilindricos, ovais, redondos, ou ocasionalmente em forma de rim;
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dependendo da espécie, sdo localizados central, subterminal ou
terminalmente. Com excecdo do Bacillus anthracis e Bacillus mycoides,
guase todas as espécies de Bacillus sdo moveis, embora haja grande
tensd@o na variacdo do grau de mobilidade em qualquer espécie. A maioria

é catalase positivo (Murray et al., 1995).

2.6.1 Esporos de Bacillus spp.

Os esporos de Bacillus spp. sédo formados na
esporulacdo, processo de protecdo que geralmente é induzido por niveis
reduzidos de nutrientes e condicBes desfavoraveis a sobrevivéncia do
micro-organismo no meio ambiente. Varios fatores podem ser
responsaveis pela resisténcia dos esporos de Bacillus spp., calor,
radiacdo, produtos quimicos (Setlow, 2006) e alguns agentes
antimicrobianos (Demidova, Hamblin, 2005).

A formacdo dos esporos bacterianos é um sofisticado
mecanismo pelo qual algumas bactérias permanecem viaveis quando
submetidas a condi¢cfes inadequadas de sobrevivéncia, como estresse e
falta de nutrientes, produzindo uma cépsula de varias camadas de
protecdo envolvendo o DNA condensado (Demidova, Hamblin, 2005).
Desta maneira, as bactérias formadoras de esporos sdo mais resistentes
aos tratamentos antimicrobianos.

A formacéo dos esporos gera um tipo de célula que pode
sobreviver por longos periodos com pouco ou nenhum nutriente, mas esta
apta a readquirir a forma vegetativa quando as condi¢cdes ambientais
tornarem-se adequadas a sua sobrevivéncia. Os esporos podem
sobreviver por longos periodos sem nutrientes, ou seja, metabolicamente

inativos, com pouco ou nenhum composto de alta energia sem apresentar
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metabolismo de compostos enddégenos ou exdgenos e com pouca, ou
nenhuma, atividade enzimatica no core ou cerne (Setlow, 2006).

Os esporos podem sobreviver por muitos anos,
certamente centenas, e ha relatos sugerindo que os esporos podem
sobreviver por milhares de anos. Como consequéncia, 0S esporos
adquiriram uma infinidade de mecanismos para se protegerem. Estes
mecanismos, que possivelmente evoluiram para a protecdo dos esporos
por periodos longos de inativacdo, também os protegem de danos
causados por diferentes tratamentos. E essa resisténcia, assim como a
onipresenca de esporos no meio ambiente, faz com que estes micro-
organismos sejam 0s principais agentes de deterioracdo dos alimentos e
doencas ocasionadas por estes alimentos contaminados (Setlow, 2006).
Setlow et al. (2002) relatou que os esporos tratados com alcalis fortes
parecem ser destruidos, porém quando sdo semeados em meio de
cultura rico tornam-se viaveis reiniciando a germinacdo com lisozima
exdgena. Assim, apds o tratamento para destruir oS esporos € necessario
semea-los em meio de cultura rico para verificar a viabilidade destes
organismos, pois em meio de cultura pobre podem né&o crescer.

Os esporos sdo relativamente resistentes a muitos dos
agentes desinfetantes e anti-sépticos que rotineiramente destroem
bactérias na forma vegetativa, tais como alcoois, fendis e clorexidina
(Sagripanti, Bonifacino, 1996; Demidova, Hamblin, 2005). Os agentes
comumente citados como sendo anti-esporos sao representados pelo
calor superior a 121°C, pelo formaldeido ou glutaraldeido e solucdes de
hipoclorito de sodio (Russel, 2003; Whitney et al., 2003).

A estrutura e composicdo quimica dos esporos
desempenham importante papel na resisténcia bacteriana. O esporo tem
uma estrutura muito diferente de uma célula em crescimento, com uma
série de caracteristicas e componentes originais dos esporos. Analisando-
se, morfologicamente, do exterior para o interior, as camadas do esporo

incluem o exosporo, a camada de revestimento, a membrana externa, o
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cértex, a parede das células germinativas, a membrana interna e o core
ou cerne. O exosporo € uma grande estrutura solta encontrada em
esporos de algumas espécies, em especial em Bacillus cereus (Driks,
2002; Lai et al., 2003; Redmond et al., 2004, Waller et al., 2004; Setlow,
2006). No entanto, esporos de varias espécies, incluindo Bacillus subtilis,
OU NAO0 possuem um exosporo ou apresentam um tamanho reduzido. O
exosporo, uma versdo expandida da camada de revestimento, é
composto de proteinas exclusivas, incluindo glicoproteinas (Lai et al.,
2003, Todd et al., 2003; Daubenspeck et al., 2004; Redmond et al., 2004).
Embora a funcéo destas proteinas e do exosporo ndo estejam totalmente
esclarecidas, dada a patogenicidade de muitas cepas, como 0 grupo
Bacillus cereus, estas estruturas podem ser importantes na interagdo do
esporo com organismo-alvo (Setlow, 2006).

A camada de revestimento do esporo € uma estrutura
complexa, composta por varias camadas e com mais de 50 proteinas no
Bacillus subtilis, a maioria das quais sédo produtos de genes especificos
de esporos (Driks, 2002; Lai et al., 2003). A funcdo de todas estas
proteinas nao é conhecida, embora algumas se encontram envolvidas na
sintese da camada de revestimento e do exosporo (Bailey-Smith et al.,
2005).

A funcéo exata da membrana externa, localizada sobre as
demais camadas, ndo é esclarecida, embora esta membrana seja uma
estrutura essencial para a formacéao de esporos (Piggot, Hilbert, 2004). No
entanto, a membrana externa ndo pode manter a integridade dos esporos
inativos e, conseguentemente, nao representa uma barreira de
permeabilidade significativa. Segundo Nicholson et al. (2000) e Setlow
(2000), a remocéo da membrana externa juntamente com as proteinas da
camada de revestimento ndo tem nenhum efeito notavel sobre a
resisténcia de esporos em relacdo ao calor, a radiacdo e a alguns

produtos quimicos.
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O cortex € composto por peptideoglicano (PG), com uma
estrutura semelhante ao da forma vegetativa, mas com diversas
modificacdes na especificidade (Popham, 2002). O coértex é essencial
para a formacdo de esporos inativos e para a reducéo do teor de 4gua do
core destes. No entanto, o0 mecanismo pelo qual o cortex realiza esta
funcdo ndo é conhecido. Durante a germinacdo dos esporos, 0 cortex é
degradado e este mecanismo € essencial para a expansdo do core de
esporos e crescimento subsequente (Setlow, 2003; Setlow, 2006).

A parede da célula germinativa € também composta de
peptideoglicano e, provavelmente, ndo desempenha nenhum papel na
resisténcia dos esporos, mas torna-se a parede celular do esporo em
crescimento externo (Setlow, 2006). A membrana interna, em contraste
com a membrana externa dos esporos, constitui uma barreira atribuindo
forte permeabilidade e desempenhando um importante papel na
resisténcia dos esporos a muitos produtos quimicos, em especial aqueles
gue atravessam essa membrana causando danos ao DNA dos esporos
(Nicholson et al., 2000; Setlow, 2000; Cortezzo, Setlow, 2005; Setlow,
2006). A membrana interna é bem compacta nos esporos latentes,
abrangendo volume duplicado nos primeiros minutos da germinacdo na
auséncia de producéo de energia (Cowan et al., 2004; Setlow, 2006).

A camada final dos esporos é o core ou cerne, analogo ao
protoplasma das células em crescimento e contém enzimas, bem como o
DNA, ribossomos e RNAts. Em quase todos os casos, as enzimas do
esporo e &cidos nucléicos sédo idénticas as células em crescimento
(Setlow, 2006). H4 também duas pequenas moléculas no core que séo
importantes na resisténcia dos esporos. A primeira € a agua que
compreende 75-80% do peso Umido do protoplasma de uma célula em
crescimento, e nos esporos corresponde apenas a 27-55% do core ou
cerne, dependendo da espécie. A quantidade de agua livre no centro de
esporos também € extremamente baixa, assim 0 movimento

macromolecular é muito restrito. O baixo teor de umidade do core é



30

provavelmente o principal fator de inativacdo enzimatica e o fator mais
importante para determinar a resisténcia dos esporos ao calor umido
(Cortezzo, Setlow, 2005). No entanto, 0 mecanismo para a redugao do
teor de agua no core dos esporos durante a esporulagcdo ndo € conhecido
(Setlow, 2003). A segunda molécula importante no core € o acido piridina-
2,6-dicarboxilico (acido dipicolinico). Esta molécula compreende 5-15%

do peso seco dos esporos de Bacillus spp. (Setlow, 2006).

2.6.2 Bacillus atrophaeus

Bacillus atrophaeus (do latim ater, black; do grego
phaeus, marrom) € uma bactéria Gram-positiva, aerobica, formadora de
endosporos, moével, em forma de haste. Produz catalase. Oxidase
negativo. Apresenta descri¢cao, praticamente, idéntica ao Bacillus subtilis,
exceto pela producdo de um pigmento marrom escuro quando cultivado
em meios de cultura que contém fonte de nitrogénio organico (Nakamura,
1989; Burke et al., 2004; Oliveira-Nascimento et al., 2012).

Bacillus atrophaeus é comumente encontrado no solo em
todo o mundo, sendo considerado nao patogénico, amplamente utilizado
em estudos como um substituto para Bacillus anthracis (Greenberg et al.,
2010). Estudos realizados relataram que os esporos de Bacillus
atrophaeus sao pouco mais resistentes aos antimicrobianos quando
comparados aos esporos de Bacillus anthracis (Weber et al., 2003).
Esporos de Bacillus atrophaeus sao utlizados como controle de
esterilizacédo (Russell et al., 1992; Pukall, 2001).

Diversas variantes pigmentadas de Bacillus subtilis foram
reclassificadas como Bacillus atrophaeus, mas muitas ainda permanecem
ambiguo em relacdo a taxonomia. Nakamura (1989) propss pela primeira

vez a espeécie Bacillus atrophaeus depois de examinar uma série de
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linhagens pigmentadas e ndo pigmentadas de Bacillus subtilis (Nakamura,
1989; Burke et al., 2004; Oliveira-Nascimento et al.,, 2012). Usando
medi¢cbes na reassociacdo do DNA-DNA, eletroforese enzimética e
producdo de pigmentos, ele demonstrou que um subgrupo das linhagens
pigmentadas diferiu significativamente das outras linhagens pigmentadas
e ndo pigmentadas tipificadas por Bacillus subtilis. Portanto, justificava-se
a designacao de nova espécie. As cepas pigmentadas restantes foram
consideradas verdadeiras variantes de Bacillus subtilis. Os isolados
incluidos no estudo Nakamura (1989) foram reclassificados em colecbes
de culturas e disponiveis publicamente. Recentemente, Fritze e Pukall
(2001) examinaram duas cepas adicionais ATCC 9372 e ATCC 51.189 e,
com base na ribotipagem e na reassociacdo de DNA-DNA, demonstraram
a necessidade de reclassifica-las como Bacillus atrophaeus. Estas
reclassificagdes resultaram em confusdao dentro da comunidade de
pesquisa de biodefesa (Burke et al., 2004).

Segundo Oliveira-Nascimento et al. (2012) a aplicacéo
bem sucedida de esporos de Bacillus subtilis inativado como adjuvante na
fabricagcdo de vacina estimulou pesquisas para o uso dos esporos de
Bacillus atrophaeus inativados como adjuvantes em vacinas contra raiva
na Medicina Veterinaria, devido a grande semelhanca entre os micro-

organismos.

2.6.3 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis é uma bactéria aerobica, de forma
cilindrica, formadora de endosporo, mével e possui flagelos (Dahl, 1999;
Piggot, 2009). E responsavel pela producdo de varios produtos

comercialmente importantes, como probidticos e vacinas (Piggot, 2009).
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Bacillus subtilis foi identificado pela primeira vez em 1872
por Ferdinand Cohn que, também, demonstrou sua capacidade em formar
esporos resistentes ao calor (Piggot, 2009). O nome Bacillus subtilis
refere-se a uma caracteristica importante: a subtilisina. A subtilisina E é
uma protease serina alcalina extracelular codificada pelo gene apr E e se
expressa, em associagdo com outros genes, no inicio do processo de

esporulacéo (Dahl, 1999).

Bacillus subtilis € também encontrado no solo e em
associacao com plantas, ndo sendo patogénico ao homem e animais
(Dahl, 1999; Piggot, 2009; Greenberg et al., 2010). Bacillus subtilis é
utilizado com varias finalidades, sendo uma das mais importantes o
controle de esterilizacdo. Cepas desta espécie produzem esporos de
resisténcia especifica ao calor seco ou Oxido de etileno e, portanto, &
proposto para testar a eficacia de tais métodos para esterilizacdo (Russell
et al., 1992; Pukall, 2001).

Recentemente, esporos de Bacillus subtilis inativados
foram apresentados como adjuvantes de microparticulas, sendo
eficazes para a inducdo de titulos mais altos de IgG contra
toxina do tétano em relacéo aos titulos induzidos somente pelo toxodide.
Assim, 0S esporos Vivos ou inativados sdo capazes de induzir boa
resposta imune humoral e celular contra o antigeno testado (Huang et al.,
2010; Oliveira-Nascimento et al., 2012).



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a)

b)

d)

Avaliar, in vitro, o efeito da terapia fotodinamica
sobre esporos de Bacillus atrophaeus utilizando
os fotossensibilizadores azul de metileno e
verde malaquita, sob a acdo do LASER de
emissdo vermelha, nos tempos de pré-
irradiagao de 5, 10 e 30 minutos;

Avaliar, in vitro, o efeito da terapia fotodinamica
sobre esporos de Bacillus atrophaeus utilizando
o fotossensibilizador rosa bengala, sob a acéo
do diodo emissor de luz verde, nos tempos de
pré-irradiacao de 5, 10 e 30 minutos;

Avaliar, in vitro, o efeito da terapia fotodinamica
sobre esporos de Bacillus subtilis utilizando os
fotossensibilizadores azul de metileno e verde
malaquita, sob a acdo do LASER de emisséo
vermelha, nos tempos de pré-irradiacdo de 5,
10 e 30 minutos;

Avaliar, in vitro, o efeito da terapia fotodinamica
sobre esporos de Bacillus subtilis utilizando o
fotossensibilizador rosa bengala, sob a agéo do
diodo emissor de luz verde, nos tempos de pré-

irradiacédo de 5, 10 e 30 minutos.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Preparo da suspensdo dos esporos de Bacillus atrophaeus e

Bacillus subtilis

Foi utilizada cepa padrao de Bacillus atrophaeus
(American Type Culture Collection — ATCC 9372) e Bacillus subtilis
(ATCC 19659). A obtencédo das suspensdes esporuladas destes micro-
organismos foi baseada na metodologia de Penna et al. (2001) e Kuroiwa
et al. (2003). Colbnias de Bacillus atrophaeus e Bacillus subtilis crescidas
durante 7 dias em Agar Nutriente (Acumedia, Lansing, Michigan, USA)
acrescidas de 0,003% de sulfato de manganés (Nuclear, Diadema,
Brasil), foram analisadas quanto a formacdo de esporos por meio de
coloragcédo de Wirtz-Conklin. A partir da confirmacdo da esporulacéo, as
colénias foram suspensas em agua destilada esterilizada e centrifugadas
por 10 minutos a 653 Xg (MPW 350, Biosystems, Curitiba, Brasil). Os
sobrenadantes foram descartados e aos depésitos, adicionou-se 1 mL de
agua destilada esterilizada para nova centrifugacdo. Este procedimento
foi repetido 3 vezes, e por fim, os sobrenadantes foram descartados e os
depositos ressuspendidos em 3 mL de agua destilada esterilizada. As
suspensdes receberam choque térmico de 70 °C por 30 minutos, e a
presenca de esporos foi novamente verificada pela coloracdo de Wirtz-
Conklin. As suspensdes foram padronizadas com 10° células/mL em
espectrofotometro (B 582, Micronal, Sao Paulo, Brasil) com densidade
Optica de 0,178 e comprimento de onda 307 nm, com solucdo de NacCl

0,9% esterilizada.
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4.2 Método de coloracao de Wirtz-Conklin

O corante verde malaquita foi aquecido até emissédo de
vapor, sem ferver ou secar, e ficou em contato com o esfregaco por 5
minutos. Apos a lamina esfriar, lavou-se com filete de agua corrente e o
esfregaco foi corado, por um minuto, com safranina a temperatura
ambiente. A seguir, lavado, secado e observado no microscépio éptico, na

objetiva de imerséo.

4.3 Terapia Fotodinamica

Foram utilizados os fotossensibilizadores azul de
metileno, AM, (Sigma, Séo Paulo, Brasil), rosa bengala, RB, (Sigma, Sao
Paulo, Brasil) e verde malaquita, VM, (Synth, S&o Paulo, Brasil). As
concentragdes dos corantes utilizadas foram: 37,5 uM para AM; 12,5 uM
para RB e 300 pM para VM, baseadas em artigos cientificos com
resultados promissores para estas concentracfes testadas em micro-
organismos na forma vegetativa. A solugcéo de cada fotossensibilizador foi
preparada pela dissolugdo do p6 de cada um em solucéo de NaCl a 0,9%.
As solucdes obtidas foram filtradas em membrana com poros de diametro
de 0,22 um (MFS, Dublin, EUA).

Para a fotossensibilizacdo dos fotossensibilizadores azul
de metileno e verde malaquita foi utilizado como fonte de luz o LASER de
Arseneto de Galio Aluminio — vermelho visivel - (Photon Lase Ill, DMC,
Sédo Carlos, Brasil). A fotossensibilizacdo do rosa bengala foi realizada
com diodo emissor de luz verde — LED (MMOptics, Sao Carlos, Brasil). Os

parametros do LASER e do LED utilizados na terapia fotodindmica em
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esporos de Bacillus atrophaeus e Bacillus subtilis estdo descritos no
Quadro 1.

Quadro 1 - Pardmetros do LASER e do LED utilizados na Terapia Fotodinamica
em esporos de Bacillus atrophaeus e Bacillus subtilis

Parametros LASER LED
Comprimento de onda 660 nm 532 £ 10 nm
Poténcia 100 mw 90 mwW
Energia 7,6 16,2 J
Area irradiada 0,38 cm? 0,38 cm?
Densidade de energia 20 J.cm™ 42,635 J.cm™
Tempo de irradiagéo 76 s 180 s

4.4 Fotossensibilizagdo in vitro

Em placa de microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano
(Costar Corning, New York, EUA) com &rea de 0,38 cm?, esterilizada e
fechada, foi adicionado 0,1 mL de suspensdo de esporos de Bacillus
atrophaeus ou de Bacillus subtilis e 0,1 mL do fotossensibilizador ou de
solugcéo de NaCl a 0,9%. A placa contendo as amostras permaneceu em
periodo de pré-irradiacdo por 5, 10 e 30 minutos, movimentando-se em
agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil) para maior penetracdo do
fotossensibilizador nos micro-organismos estudados. As células nao
foram lavadas apds o periodo de pré-irradiacao.

Foram realizados 10 ensaios para cada grupo
experimental nos 2 tempos de irradiacdo e nos 3 tempos de pré-irradiacao
acima citados com o uso do LASER e do LED, totalizando 560 ensaios

laboratoriais.
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A irradiacdo das amostras foi realizada sob condicdes
assepticas em camara de fluxo laminar e isenta de qualquer fonte
luminosa, utilizando-se um anteparo negro fosco com orificio de diametro
coincidente ao da entrada do poco para evitar dispersdo do feixe de luz.

Apos a irradiacdo, diluicbes seriadas foram obtidas a
partir de cada amostra. Aliquotas de 0,1 mL das diluicbes foram
semeadas, com auxilio da Alca Drigalski, em placa com Agar Infusdo
Cérebro-Coracao (Difco, Detroit, USA) e incubadas a 37 °C por 48 horas.
Ap6s o periodo de incubacdo, as Unidades Formadoras de Colbnias por
mililitro (UFC/mL) foram contadas e transformadas em logaritmo. Os
resultados foram analisados, estatisticamente, pela analise de variancia

(ANOVA) e pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

Os resultados da terapia fotodinamica em esporos de
Bacillus atrophaeus e Bacillus subtilis, com os fotossensibilizadores azul
de metileno e verde malaquita sob a acdo do LASER e o
fotossensibilizador rosa bengala irradiado pelo LED, serdo apresentados
a sequir.

Conforme ilustrado nos resultados descritos abaixo, a
acao da terapia fotodinAmica com seus respectivos fotossensibilizadores
e fontes de luz apresentou reducdo de UFC/mL (Logio) em relagédo ao
grupo controle, de acordo com tipo de fonte de luz, fotossensibilizador e

periodo de pré-irradiacdo avaliados.

5.1 Esporos de Bacillus atrophaeus: Azul de Metileno e LASER

Foram realizados ensaios laboratoriais que consistiram na
irradiagdo com LASER de emissao vermelha e fotossensibilizagdo com
azul de metileno nos tempos de pré-irradiacdo de 5, 10 e 30 minutos em

esporos de Bacillus atrophaeus.
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5.1.1 Tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos

N&o foi observada redug¢do nas médias obtidas no grupo
submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-, L+F- e L-F+,
conforme Figura 1 abaixo.

UFC/mL (Logp)

L+F+ L-F- L+F- L-F+

Figura 1 - Médias e desvios padrbes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador azul
de metileno (5min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador azul
de metileno (5min); L+F-, LASER.
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5.1.2 Tempo de pré-irradiagdo de 10 minutos

Observou-se reducao de 0,71 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas no grupo submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-,
L+F- e L-F+, apresentando diferenca estatisticamente significante, com
valor de p=0,003, em relacdo ao grupo controle (L-F-), conforme figura 2

abaixo.
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Figura 2 - Médias e desvios padrbes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador azul
de metileno (10min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador
azul de metileno (10min); L+F-, LASER. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as condi¢cdes experimentais.
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5.1.3 Tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos

Observou-se reducao de 0,29 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas no grupo submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-,
L+F- e L-F+, apresentando diferenca estatisticamente significante, com
valor de p=0,001, em relagdo ao grupo controle (L-F-), conforme figura 3

abaixo.
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Figura 3 - Médias e desvios padrbes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador azul
de metileno (30min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador
azul de metileno (30min); L+F-, LASER. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as condi¢cdes experimentais.



42

5.2 Esporos de Bacillus atrophaeus: Rosa Bengala e LED

Foram realizados ensaios laboratoriais que consistiram na
irradiagédo com LED de luz verde e fotossensibilizagdo com rosa bengala
nos tempos de pré-irradiacdo de 5, 10 e 30 minutos em esporos de

Bacillus atrophaeus.

5.2.1 Tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos

Observou-se reducao de 0,59 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas no grupo submetido a PDT (L+F+), em relagdo aos grupos L-F-,
L+F- e L-F+, apresentando diferenca estatisticamente significante, com
valor de p=0,001, em relacdo ao grupo controle (L-F-), conforme figura 4

abaixo.

UFC/mL (Logp)
SN

L+F+ L-F- L+F- L-F+

Figura 4 - Médias e desvios padroes de UFC/mL(Logi,) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador rosa
bengala (5min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador rosa
bengala (5min); L+F-, LED. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as condi¢cfes experimentais.
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5.2.2 Tempo de pré-irradiacdo de 10 minutos

Observou-se reducao de 0,70 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas no grupo submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-,
L+F- e L-F+, apresentando diferenca estatisticamente significante, com
valor de p=0,001, em relagdo ao grupo controle (L-F-), conforme figura 5

abaixo.
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Figura 5 - Médias e desvios padrbes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador rosa
bengala (10min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador rosa
bengala (10min); L+F-, LED. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as condi¢cbes experimentais.
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5.2.3 Tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos

Observou-se reducao de 2,49 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas no grupo submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-,
L+F- e L-F+, apresentando diferenca estatisticamente significante, com

valor de p=0,0002, em relacdo ao grupo controle (L-F-), conforme figura 6
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Figura 6 - Médias e desvios padrbes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador rosa
bengala (30min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador rosa
bengala (30min); L+F-, LED. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as condi¢cbes experimentais.
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5.3 Esporos de Bacillus atrophaeus: Verde Malaquita e LASER

Foram realizados ensaios laboratoriais que consistiram na
irradiacdo com LASER de emissao vermelha e fotossensibilizagdo com
verde malaquita nos tempos de pré-irradiacdo de 5, 10 e 30 minutos em
esporos de Bacillus atrophaeus.

5.3.1 Tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos

Observou-se reducéo de 0,12 UFC/mL (Logio) has médias
obtidas no grupo submetido a PDT (L+F+), em relagdo aos grupos L-F-,
L+F- e L-F+, sem diferenca estatisticamente significante, conforme Figura

7 abaixo.
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Figura 7 - Médias e desvios padrbes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador verde
malaquita (5min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador verde
malaquita (5min); L+F-, LASER.
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5.3.2 Tempo de pré-irradiacdo de 10 minutos

Observou-se reducao de 0,42 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas no grupo submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-,
L+F- e L-F+, apresentando diferenca estatisticamente significante, com
valor de p=0,002, em relagdo ao grupo controle (L-F-), conforme figura 8

abaixo.
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Figura 8 - Médias e desvios padrbes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador verde
malaquita (10min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador verde
malaquita (10min); L+F-, LASER. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as condi¢cdes experimentais.
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5.3.3 Tempo de pré-irradiagdo de 30 minutos

N&o foi observada redug¢do nas médias obtidas no grupo
submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-, L+F- e L-F+,

conforme Figura 9 abaixo.
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Figura 9 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador verde
malaquita (30min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador verde
malaquita (30min); L+F-, LASER.
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5.4 Esporos de Bacillus atrophaeus: Comparativo geral

A figura 10 abaixo ilustra 0 comparativo geral dos ensaios
laboratoriais realizados que consistiram na irradiagdo com LASER de
emissao vermelha e LED de luz verde, fotossensibilizacdo com azul de
metileno, rosa bengala e verde malaquita nos tempos de pré-irradiacao de
5, 10 e 30 minutos em esporos de Bacillus atrophaeus.

Observou-se que a combinacdo LED e rosa bengala no
tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos apresentou a maior reducao
percentual (93,67%) em UFC/mL nas médias obtidas no grupo submetido

a PDT (L+F+), em relacéo aos grupos L-F-, L+F- e L-F+.
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g
0
40 %+
>
©
Q
o 50 % VM (L+F+)
O % L) L) L) L) L) L]
0 5min 10min 30min

Tempos de pré-irradiacao

Figura 10 - Comparativo geral entre as reducfes percentuais em UFC/mL nos
diversos ensaios laboratoriais realizados em esporos de Bacillus atrophaeus.
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5.5 Esporos de Bacillus subtilis: Azul de Metileno e LASER

Foram realizados ensaios laboratoriais que consistiram na
irradiacdo com LASER de emissao vermelha e fotossensibilizagdo com
azul de metileno nos tempos de pré-irradiacdo de 5, 10 e 30 minutos em
esporos de Bacillus subtilis.

5.5.1 Tempo de pré-irradiacéo de 5 minutos

N&o foi observada redug¢do nas médias obtidas no grupo
submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-, L+F- e L-F+,

conforme Figura 11 abaixo.
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Figura 11 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador azul
de metileno (5min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador azul
de metileno (5min); L+F-, LASER.
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5.5.2 Tempo de pré-irradiagdo de 10 minutos

Observou-se reducao de 0,82 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas, com diferenga estatisticamente significante na comparagdo com
os demais grupos (L-F-, L+F- e L-F+) e o grupo submetido a PDT (L+F+),
com valor de p=0,01, em relac&o ao grupo controle (L-F-) conforme Figura

12 abaixo.
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Figura 12 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logy,) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador azul
de metileno (10min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador
azul de metileno (10min); L+F-, LASER. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as condicfes experimentais.
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5.5.3 Tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos

Observou-se reducao de 0,30 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas, com diferenga estatisticamente significante na comparagdo com
os demais grupos (L-F-, L+F- e L-F+) e o grupo submetido a PDT (L+F+),
com valor de p=0,0002, em relagcdo ao grupo controle (L-F-) conforme

Figura 13 abaixo.
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Figura 13 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logy,) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador azul
de metileno (30min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador
azul de metileno (30min); L+F-, LASER. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as condi¢ces experimentais.
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5.6 Esporos de Bacillus subtilis: Rosa Bengala e LED

Foram realizados ensaios laboratoriais que consistiram na
irradiacédo com LED de luz verde e fotossensibilizagdo com rosa bengala
nos tempos de pré-irradiacdo de 5, 10 e 30 minutos em esporos de

Bacillus subtilis.

5.6.1 Tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos

Observou-se reducao de 1,11 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas, com diferenga estatisticamente significante na comparagdo com
os demais grupos (L-F-, L+F- e L-F+) e o grupo submetido a PDT (L+F+),
com valor de p=0,0001, em relacdo ao grupo controle (L-F-) conforme

Figura 14 abaixo.
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Figura 14 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Log;o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador rosa
bengala (5min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador rosa
bengala (5min); L+F-, LED. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as condigdes experimentais.
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5.6.2 Tempo de pré-irradiacdo de 10 minutos

Observou-se reducao de 1,27 UFC/mL (Log;0) has médias
obtidas, com diferenga estatisticamente significante na comparagdo com
os demais grupos (L-F-, L+F- e L-F+) e 0 grupo submetido a PDT (L+F+),
com valor de p=0,0002, em relagcdo ao grupo controle (L-F-) conforme

Figura 15 abaixo.
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Figura 15 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logy,) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador rosa
bengala (10min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador rosa
bengala (10min); L+F-, LED. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as condi¢cbes experimentais.
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5.6.3 Tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos

Observou-se reducao de 3,86 UFC/mL (Logio) has médias
obtidas, com diferenga estatisticamente significante na comparagdo com
os demais grupos (L-F-, L+F- e L-F+) e 0 grupo submetido a PDT (L+F+),
com valor de p=0, em relacdo ao grupo controle (L-F-), conforme Figura

16 abaixo.
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Figura 16 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logy,) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador rosa
bengala (30min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador rosa
bengala (30min); L+F-, LED. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significante entre as condi¢cbes experimentais.
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5.7 Esporos de Bacillus subtilis: Verde Malaquita e LASER

Foram realizados ensaios laboratoriais que consistiram na
irradiagdo com LASER de emissao vermelha e fotossensibilizagdo com
verde malaquita nos tempos de pré-irradiacdo de 5, 10 e 30 minutos em

esporos de Bacillus subtilis.

5.7.1 Tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos

Observou-se reducao de 0,23 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas, com diferenga estatisticamente significante na comparagdo com
os demais grupos (L-F-, L+F- e L-F+) e o grupo submetido a PDT (L+F+),
com valor de p=0,008, em relacdo ao grupo controle (L-F-), conforme

Figura 17 abaixo.
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Figura 17 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Log,o) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador verde
malaquita (5min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador verde
malaquita (5min); L+F-, LASER. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as condi¢cdes experimentais.
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5.7.2 Tempo de pré-irradiagdo de 10 minutos

Observou-se reducao de 0,63 UFC/mL (Logi0) has médias
obtidas, com diferenga estatisticamente significante na comparagdo com
os demais grupos (L-F-, L+F- e L-F+) e 0 grupo submetido a PDT (L+F+),
com valor de p=0,002, em relacdo ao grupo controle (L-F-), conforme

Figura 18 abaixo.
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Figura 18 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logy,) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador verde
malaquita (10min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador verde
malaquita (10min); L+F-, LASER. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante entre as condi¢cdes experimentais.
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5.7.3 Tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos

N&o foi observada redug¢do nas médias obtidas no grupo
submetido a PDT (L+F+), em relacdo aos grupos L-F-, L+F- e L-F+,
conforme Figura 19 abaixo.
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Figura 19 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logi,) obtidos nos ensaios
realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+, fotossensibilizador verde
malaquita (30min) e LASER; L-F-, grupo controle; L-F+, fotossensibilizador verde
malaquita (30min); L+F-, LASER.
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5.8 Esporos de Bacillus subtilis: Comparativo geral

A figura 20 abaixo ilustra 0 comparativo geral dos ensaios
laboratoriais realizados que consistiram na irradiagdo com LASER de
emissao vermelha e LED de luz verde, fotossensibilizagdo com azul de
metileno, rosa bengala e verde malaquita nos tempos de pré-irradiacao de
5, 10 e 30 minutos em esporos de Bacillus subitilis.

Observou-se que a combinacdo LED e rosa bengala no
tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos apresentou a maior reducao
percentual (96,15%) em UFC/mL nas médias obtidas no grupo submetido

a PDT (L+F+), em relacédo aos grupos L-F-, L+F- e L-F+.
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Figura 20 - Comparativo geral entre as reduc¢des percentuais em UFC/mL nos
diversos ensaios laboratoriais realizados em esporos de Bacillus subtilis.



6 DISCUSSAO

A formacao de esporos € um sofisticado mecanismo pelo
gual algumas bactérias sobrevivem em condi¢cdes de estresse e escassez
de nutrientes. Os esporos sao altamente resistentes ao calor, a radiagédo e
a varios agentes antibacterianos.

Cepas das espécies de Bacillus atrophaeus e Bacillus
subtilis sdo utilizadas com indmeras finalidades, sendo uma das mais
importantes no controle da esterilizacdo (Russell et al.,, 1999; Pukall,
2001). Comumente encontrados no solo, 0os esporos bacterianos tém
assumido crescente destaque na contaminacdo do meio ambiente
(Oliveira et al., 2009; Hill et al., 1996; Skanavis, Yanko, 2001). Bacillus
subtillis e Bacillus atrophaeus sé@o considerados substitutos classicos nao
patogénicos do Bacillus anthracis, sendo utilizados em diversos estudos
(Greenberg et al., 2010; Stratis-Cullum et al., 2003; Turnbough, 2003;
Burke et al., 2004).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o
efeito da terapia fotodinAmica mediada pelo fotossensibilizador rosa
bengala (12,5 uM) no tempo de pré-irradiacdo de 30 minutos, tendo como
fonte de luz o diodo emissor de luz verde, irradiado por 3 minutos,
apresentou a maior reducdo com diferenca estatisticamente significante
em esporos de Bacillus atrophaeus (2,49 Logio) e Bacillus subtilis (3,86
Logi0), quando comparados ao grupo controle. O tempo de exposicao do
fotossensibilizador na pré-irradiagdo pode contribuir para que este adquira
diferentes localizagdes na célula. Ito (1983) e Usacheva et al. (2001)
demonstraram que o mecanismo de inativagcdo de uma célula depende,
principalmente, do tempo de pré-irradiacdo que o fotossensibilizador é

submetido. A diferenca na eficacia do fotossensibilizador devido ao tempo
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de exposicdo no periodo de pré-irradiacdo pode indicar a presenca de
barreiras de difusdo celular que impedem o fotossensibilizador de
alcancar uma o6tima localizagdo no interior da célula bacteriana (Wagner
et al., 1998; Usacheva et al., 2001).

Tal afirmacdo € comprovada no presente estudo, quando
a terapia fotodinamica é realizada com o LED e o rosa bengala, tanto para
esporos de Bacillus atrophaeus quanto para os esporos de Bacillus
subtilis, pois conforme ilustrado nas figuras 4, 5, 6, 14, 15 e 16, existe
dependéncia entre o tempo de pré-irradiacdo e a taxa de reducao das
unidades formadoras de col6nias dos micro-organismos apresentada.
Assim, é possivel afirmar que para o conjunto fonte de luz e
fotossensibilizador, o aumento dos tempos de pré-irradiacdo produz
aumento na taxa de reducdo microbiana nos grupos submetidos a terapia
fotodinamica, com diferenca estatisticamente significante quando
comparados ao grupo controle.

Porém, estudos realizados por Schéafer et al. (2000)
diferem dos resultados apresentados neste estudo, pois relataram que os
esporos de Bacillus subtilis ndo foram suscetiveis a fotoinativacdo pelo
fotossensibilizador rosa bengala, na concentragdo de 2 uM, com
simulacdo de luz visivel, obtida com uma lampada de xénon (Polytec,
Waldbronn, Germany) de 90 J/cm?. Deste modo, a eficacia dos resultados
obtidos neste trabalho pode ser explicada pela maior concentracdo do
fotossensibilizador rosa bengala e pelo tipo de fonte de luz utilizados em
comparacao com os estudos de Schafer et al. (2000).

A formacao de espécies reativas de oxigénio na terapia
fotodindmica depende da interacdo de fotons da luz visivel, em
comprimento de onda adequado, com o fotossensibilizador. Esta
interacdo s ocorre quando a fonte de luz emitir luz no comprimento de
onda que o fotossensibilizador é capaz de absorver (Donnelly et al.,
2008). Assim, no presente estudo, a utilizagdo do LED com emissao de

luz em 532 £ 10 nm foi adequada para a reacado fotodinamica, pois na



61

analise do espectro de absorcéao do fotossensibilizador rosa bengala, este
apresenta forte absorcdo de luz num espectro de variacdo entre 500 a
550 nm (Konopka, Goslinski, 2007).

Em relagdo ao efeito da terapia fotodinamica mediada
pelo fotossensibilizador azul de metileno (37,5 uM) tendo como fonte de
luz o LASER de emissdo vermelha, irradiado por 76 segundos, 0s
resultados obtidos neste estudo apresentaram reducdo, com diferenca
estatisticamente significante, em esporos de Bacillus atrophaeus, nos
tempos de pré-irradiacdo de 10 minutos (0,71 Logio) € 30 minutos (0,29
Logio); e, também, reducdo com diferenca estatisticamente significante
em Bacillus subtilis nos tempos de pré-irradiacdo de 10 minutos (0,82
Logio) € 30 minutos (0,30 Logi0), quando comparados ao grupo controle.

Estudos realizados sobre a eficacia antibacteriana do azul
de metileno e do azul de toluidina tém demonstrado resultados
divergentes na literatura. Usacheva et al. (2001) avaliou, in vitro, a
efichcia do azul de metileno e do azul de toluidina como
fotossensibilizadores letais de um namero de diferentes micro-organismos
patogénicos, em condi¢des uniformes, a fim de demonstrar as
peculiaridades do comportamento bactericida dos fotossensibilizadores
em relagcdo aos micro-organismos Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus influenzae, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados obtidos demonstraram
que todos os micro-organismos irradiados pelo LASER, na presenca do
azul de metileno ou do azul de toluidina, apresentaram reducdo. NoO
entanto, a capacidade de inativar as células-alvo foi dependente do tipo
de fotossensibilizador e sua concentragao, da influéncia da intensidade da
luz do laser e do género das bactérias. Concluiu-se que o aumento da
concentracdo dos fotossensibilizadores, sob as mesmas condicbes de
luminosidade resultou em maior redugdo dos micro-organismos. Assim,
todas as bactérias Gram-positivas e Hemophilus influenzae foram

destruidas numa variacdo na concentracdo de 4 a 28 uM para azul de
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toluidina e de 25 a 44 pM para azul de metileno. Para produzir uma
reducao nas bactérias Gram-negativas foi necessario um aumento de 3 a
30 vezes em relacdo as concentragfes dos fotossensibilizadores.

Comparando-se as concentragbes utilizadas do
fotossensibilizador azul de metileno nos estudos acima descritos com a
concentracédo do presente estudo, pode-se esperar que um aumento nas
concentracOes associado a um tempo de exposicdo de 10 ou 30 minutos
do fotossensibilizador na pré-irradiacao atinja um ponto 6timo para que o
fotossensibilizador penetre na célula hospedeira propiciando sua
localizacdo exata na célula afetada.

Demidova e Hamblin (2005) estudaram a acdo da terapia
fotodinamica em esporos de Bacillus spp. mediada por
fotossensibilizadores pertencentes ao grupo fenotiazinico e observaram
gue os esporos foram suscetiveis a fotoinativacdo, sendo mais eficaz
guando o excesso de fotossensibilizador era retirado através da lavagem
das células, pois como se liga aos esporos pode impedir a absorcao da
luz. Dentre os fotossensibilizadores fenotiazinicos testados, o azul de
metileno, na concentragdo de 50 pM, sob acdo de um feixe de fibras
intercambiaveis de luz vermelha de 40 J/cm?, com tempo de incubacéo de
3 horas a 37°C, foi o0 menos eficaz. Ainda segundo os autores, tempos
mais curtos de incubacé&o e temperaturas mais baixas de incubacao foram
menos eficazes, sugerindo que a penetracdo do fotossensibilizador nos
esporos ocorreu através de um processo de difusdo passiva,
significativamente dependente do tempo e temperatura mais elevados.

Ergaieg e Seux (2009) realizaram estudo comparando os
efeitos da terapia fotodinAmica em bactérias Gram-positiva (Enterococcus
hirae) e  Gram-negativa  (Escherichia  coli), utiizando  os
fotossensibilizadores meso-porfirina, rosa bengala e azul de metileno, nas
concentragbes de 0,73 e 3,65 uyM, num periodo de pré-irradiacdo de 10
minutos, e fonte de luz visivel (0,285W/cm?). Concluiram que o
fotossensibilizador meso-porfirina (0,73 uM) foi mais eficiente que o rosa
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bengala e o azul de metileno (3,65 pM) e que a lavagem das células para
retirada do excesso de fotossensibilizador antes da irradiagdo nao
apresentou alteragao significativa. Isto diverge com Demidova e Hamblin
(2005) que afirmam que o efeito mais eficaz da fotoinativagdo € obtido
pela lavagem do excesso de fotossensibilizador dos esporos para nao
impedir a absorcéo de luz.

Os autores Ergaieg e Seux (2009) sugerem a hip6tese da
existéncia de trés tipos de fotossensibilizadores: os que estédo
estreitamente vinculados ao micro-organismo e, portanto, penetram nele;
0s que se ligam fracamente e os que ndo apresentam ligacéo.

Assim, para a obtencdo dos efeitos antimicrobianos da
terapia fotodinamica ¢é necessario considerar a acdo dos
fotossensibilizadores fenotiazinicos, as concentracdes destes, os tipos de
micro-organismos, o tempo de incubacdo sem presenca de luz e a
exposicao ao LASER de emisséao vermelha sobre a destruicao irreversivel
de diferentes micro-organismos patogénicos.

A inativacdo fotossensivel de micro-organismos é um
complexo fenbmeno e depende de varios parametros. Portanto, o
mecanismo total da morte celular vai depender de muitos fatores,
incluindo a probabilidade de aderéncia do fotossensibilizador na
membrana externa da célula, permeando através da membrana celular e
tendo a capacidade de interagir com os diferentes substratos da célula,
incluindo DNA. Deste modo, a localiza¢do do fotossensibilizador na célula
pode ser o fator de determinacdo da eficacia destes no processo
fotodinamico (Canete et al., 1993).

O fotossensibilizador azul de metileno € um corante
metacromatico, portanto sofre alteracdo na coloracdo em determinadas
circunstancias, devido a interacdes eletrostaticas e hidrofébicas que
resultam na agregacdo de suas moléculas e mudanca no espectro de
absorcao (Usacheva et al., 2003). A dificuldade que certas moléculas

exdgenas enfrentam em difundir-se pelas estruturas dos esporos deve-se
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a natureza impermeavel das camadas que, provavelmente, é responsavel
por grande parte da resisténcia que apresentam a produtos quimicos
(Setlow, 2000; Demidova, Hamblin, 2005).

O corante fenotiazinico azul de metileno € formado por
pequenas moléculas que possuem uma carga cationica molecular
intrinseca que permite sua ligacdo as membranas geralmente anibnicas
exteriores de células bacterianas e fungicas (Phoenix et al.,, 2003;
Wainwright et al., 1997; Demidova, Hamblin, 2005). Investigou-se a
possibilidade de um fotossensibilizador de pequena carga catibnica ser
eficaz contra os esporos. No entanto, ndo conseguiram demonstrar
gualquer eficiéncia na terapia fotodinamica em esporos utilizando porfirina
tricatibnica (molécula pequena) utilizada para mediar a terapia
fotodindmica em diferentes células bacterianas (Lambrechts et al., 2004;
Demidova, Hamblin, 2005) e fangicas (Smijs, Schuitmaker, 2003;
Demidova, Hamblin, 2005). Existe, portanto, outra caracteristica molecular
envolvida, além da carga catibnica e tamanho molecular. Isto pode estar
relacionado com a capacidade de corantes fenotiazinicos formarem
dimeros.

Os resultados obtidos neste estudo sobre o efeito
fotodinamico mediado pelo fotossensibilizador verde malaquita (300 puM)
tendo como fonte de luz o LASER de emissdo vermelha, irradiado por 76
segundos, demonstraram reducdo sem diferenca estatisticamente
significante no tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos (0,12 Logsp), reducéo
com diferenca estatisticamente significante no tempo de 10 minutos (0,42
Logio) em esporos de Bacillus atrophaeus, e também reducdo com
diferenca estatisticamente significante em Bacillus subtilis nos tempos de
pré-irradiacdo de 5 minutos (0,23 Logip) € 10 minutos (0,63 Logio),
guando comparados ao grupo controle.

Estudo realizado por Vilela et al. (2011) comparou, in
vitro, a acdo do verde malaquita com os fotossensibilizadores

fenotiazinicos azul de metileno e azul de toluidina, apresentando
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variacbes nas concentracbes de 37,5 a 3000 uM, sobre biofilmes
formados por Staphylococcus aureus e Escherichia coli, usando diodo de
LASER (660-nm). Observou-se que os melhores resultados para os
biofilmes formados por Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram
obtidos com o fotossensibilizador azul de metileno na concentracdo de
300 pM, com reducéo de 0,8 - 1,0 Logio; 150 uM de azul de toluidina, com
reducdes de 0,9-1,0 Logip e o verde malaquita na concentracdo de 3000
MM, com reduc¢Bes microbianas de 1,6-4,0 Logip. Conclui-se, entéo, que a
maior reducdo microbiana foi alcangcada com o fotossensibilizador verde
malaquita quando utilizado em concentragbes mais elevadas do que as
utilizadas para os fenotiazinicos.

Prates et al. (2007) avaliaram a capacidade do verde
malaquita, combinado com LASER de emissdo vermelha de baixa
poténcia (660 nm), para inativar culturas planctdnicas de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, irradiados por 5 minutos com densidade de
energia de 9 J/cm?, obtendo reducéo microbiana de 2 a 3 Logjo.

Rolim et al. (2012) compararam, in vitro, a atividade
antimicrobiana da terapia fotodinamica com diferentes
fotossensibilizadores, nas mesmas concentragdes, sobre Streptococcus
mutans. Os fotossensibilizadores azul de metileno, orto azul de toluidina
e verde malaquita, nas concentragcbes de 163,5 uM, foram irradiados por
diodo emissor de luz (636 nm), enquanto eosina, eritrosina e rosa bengala
foram submetidos a um fotopolimerizador (570 nm). Os
fotossensibilizadores orto azul de toluidina e verde malaquita foram
eficazes na reducdo de Streptococcus mutans de 3 e 1,4 Log,
respectivamente (p <0,01).

Brovko et al. (2009) avaliaram a aplicacdo da terapia
fotodinamica com verde malaquita, em concentragdes de 15 a 15000 uM,
nos métodos de higienizacdo da industria alimenticia, sob acdo de luz
branca. Utilizando-se culturas planctdnicas de bactérias Gram-positivas

(Bacillus spp. e Listeria monocytogenes), Gram-negativas (Escherichia



66

coli e Salmonella typhimurium) e fungo (Saccharomyces cerevisiae)
constataram que o verde malaquita eliminou as bactérias Gram-positivas,
porém néo foi igualmente eficaz contra as bactérias Gram-negativas ou o
fungo, obtendo reducdes de Bacillus spp. com verde malaquita a partir de
15000 pM.

Sugere-se a hipétese de uma fotodegracdo do
fotossensibilizador verde malaquita desencadeada com o decorrer do
tempo de exposicdo (a partir de 10 minutos) a que foi submetido,
resultando na inativacdo de suas propriedades no processo da terapia
fotodindmica. Outra justificativa baseia-se no fato do fotossensibilizador
verde malaquita ser o tipo de fotossensibilizador que néo se liga a célula
ou ndo penetra em quantidade suficiente, portanto, ndo difunde para o
interior dos esporos e néo causa fotodano ao micro-organismo. E possivel
que as diferencas de permeabilidade que as estruturas dos esporos
apresentam sejam, principalmente, responsaveis pelas diferencas
acentuadas na terapia fotodindmica entre espécies de Bacillus.
(Demidova, Hamblin, 2005). Confirmando, assim, a hipétese sugerida por
Demidova e Hamblin (2005) que tempos de incubagdo mais curtos e
temperaturas de incubacdo mais baixas sdo menos eficazes.

Apesar da acdo fotodindmica exercida pelos
fotossensibilizadores azul de metileno e verde malaquita associados ao
LASER nédo apresentar grandes redugdes em UFC/mL (Logio), tais
resultados ndo deixam de ser considerados importantes, visto que, neste
estudo trabalhou-se com o micro-organismo na forma esporulada.

Os resultados obtidos neste estudo sobre o efeito
fotodinamico para os grupos L+F- e L-F+ que utilizaram isoladamente o
LASER e os fotossensibilizadores azul de metileno e verde malaquita,
respectivamente, ndo apresentaram reducdes significativas em UFC/mL
(Logio) quando comparados ao grupo controle (L-F-). Os resultados estéao
de acordo com a afirmacdo que a terapia fotodinAmica envolve o uso de

um corante ndo téxico sensivel a luz, chamado de fotossensibilizador,
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combinado com uma fonte de luz visivel de comprimento de onda
apropriado para coincidir com o0 espectro de absorcdo do
fotossensibilizador (Hunt, 2002; Dai et al., 2012).

Na analise dos resultados obtidos sobre o efeito
fotodinamico para os grupos L+F- e L-F+ que utilizaram isoladamente o
LED e o fotossensibilizador rosa bengala, verificou-se que o LED
isoladamente (L+F-) nd&o produz nenhuma reducdo significativa em
UFC/mL (Logio) quando comparado ao grupo controle (L-F-). Entretanto
para 0S grupos que utilizaram o fotossensibilizador rosa bengala
isoladamente foram observadas redugcbes com diferenca estatisticamente
significante nos periodos de exposi¢cdo de 5 minutos (0,27 Logio) € 10
minutos (0,37 Logo), reducdo sem diferenca estatisticamente significante
no periodo de exposicdo de 30 minutos (0,53 Logip) em esporos de
Bacillus atrophaeus. Apresentaram também reducdo com diferenca
estatisticamente significante em Bacillus subtilis nos periodos de
exposicado de 5 minutos (0,30 Logio) € 10 minutos (0,40 Logip), reducao
sem diferenca estatisticamente significante no periodo de exposi¢do de
30 minutos (0,57 Logip) quando comparados ao grupo controle. Rolim et
al. (2012) estudaram os efeitos de varios fotossensibilizadores, entre os
guais o rosa bengala, em Streptococcus mutans e obtiveram completa
reducdo do micro-organismo utilizando apenas o fotossensibilizador rosa
bengala na concentracao de 163,5 uM.

Comparando os resultados entre os esporos das duas
espécies de Bacillus estudadas, os esporos de Bacillus atrophaeus foram
mais resistentes ao método antimicrobiano utilizado.

As divergéncias encontradas nas respostas a resisténcia
ou a suscetibilidade dos esporos de Bacillus spp. quando submetidos aos
mesmos tratamentos esta relacionada a diferencas nas estruturas dos
esporos (Demidova, Hamblin, 2005)

Fenotipicamente, Bacillus atrophaeus € indistinguivel de

uma cepa de Bacillus subtilis, exceto pela produgéo de pigmentos quando
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cultivados em meios de cultura ricos em nitrogénio organico (Burke et al.,
2004; Oliveira-Nascimento et al., 2012).

Segundo Genest et al. (2002), os esporos de Bacillus
subtilis s@o suscetiveis aos agentes que produzem espécies reativas de
oXigénio .

Bacillus atrophaeus tem uma camada atipica semelhante
ao exosporo, porém distinta, que ndo se estende para a superficie do
revestimento exterior (Plomp et al.,, 2005; Takamatsu, Watabe, 2002,
Greenberg et al., 2010). O exosporo € fortemente hidrofobico e esta é
uma propriedade quimica que pode influenciar a dindmica do fluxo em
solucBes aquosas (Greenberg et al., 2010).

Como ha poucos relatos na literatura a respeito de
estudos realizados com terapia fotodinamica em esporos de Bacillus spp.,
avaliaram-se os resultados obtidos com outros métodos de desinfeccéo.

Uma classe de substancias comumente usadas para
destruir esporos sdo os agentes oxidantes, incluindo compostos como
diéxido de cloro, peréxido de hidrogénio e hipoclorito (McDonnell, Russell,
1999; Melly et al., 2002; Young, Setlow, 2003). Um agente oxidante
adicional que tem um potencial significativo como um esporicida € o
0zobnio. O ozbnio quando em solugdo aguosa tem um potencial oxidante
superior a maioria dos agentes oxidantes utilizados (Kim et al., 2003;
Young, Setlow, 2004 ).

Estudos realizados concluiram que a resisténcia dos
esporos de Bacillus spp. ao peroxido de hidrogénio deve-se a alguns
fatores, incluindo a camada proteica de revestimento (Riesenman,
Nicholson, 2000), a pequena quantidade de agua presente no core
(Popham et al., 1995), a impermeabilidade relativa da membrana interna
(Setlow, 2000) e a saturacédo do DNA de esporos (Melly et al., 2002).

Young e Setlow (2004) realizando estudos para
determinar fatores de resisténcia e mecanismos de destruicdo de esporos

de Bacillus subtilis através da utilizacdo da agua ozonizada, concluiu que,
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sendo o principal fator na resisténcia o revestimento dos esporos, 0
0zo6nio nao os destroi por danos no DNA, mas por alteracdes ocorridas no
processo de germinagéo, provavelmente, ocasionadas por danificacbes
da membrana interior. Assim, a membrana interior de esporos destruidos
por ozonio € capaz de manter a sua integridade apO0s um tratamento
térmico. (Gunstone et al., 1994).

Segundo Weber et al. (2003) a higienizacdo das maos
contaminadas com esporos de Bacillus atrophaeus utilizando-se alcool
etilico 61% foi ineficiente na remocdo ou inativacdo destes micro-
organismos, num tempo de 10, 30 e 60 segundos de assepsia. Os
autores concluiram também que o cloro foi eficiente na eliminacdo dos
esporos e o0 gluconato de clorexidina 2%, com excelente acéo
antimicrobiana para bactérias na forma vegetativa e virus, ndo eliminou
satisfatoriamente os esporos das maos quando comparado com agua e
sab&do antimicrobiano.

O que faz os esporos tdo resistentes aos varios
tratamentos?

Muitos fatores contribuem para a resisténcia dos esporos.

A primeira linha de defesa do esporo contra substancias
guimicas toxicas é o espesso revestimento proteico (Russell, 1990;
McDonnell, Russell, 1999; Nicholson et al., 2000). Uma segunda barreira
protetora € a membrana interior que tem baixa permeabilidade a
pequenas moléculas hidroéfilas e, assim, oferece maior prote¢cdo contra
substancias quimicas toxicas. O core dos esporos tem um teor de agua
extremamente baixo e este € de grande importancia na resisténcia ao
calor umido (Gerhardt, Marquis, 1989). Além disso, no core, ha pequenas
proteinas, soliveis em acido, que saturam e protegem o DNA dos
esporos de danos causados pelo calor, radiacao ultravioleta e alguns
produtos quimicos genotéxicos, como &cido nitroso (Setlow, 2000;
Tennen et al., 2000).
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Assim, como o0 revestimento dos esporos fornece a
primeira linha de defesa contra enzimas e diversos produtos quimicos
(Driks, 1999; McDonnell, Russell, 1999; Riesenman, Nicholson, 2000;
Tennen et al., 2000; Loshon et al., 2001; Genest et al., 2002), o cortex,
formado por peptideoglicano, protege a membrana interna do esporo,
tornando-se uma barreira importante a entrada de pequena moléculas
hidrofilicas para a porcéo central do core dos esporos (Nicholson et al.,
2000). O core contém um grande deposito de piridina-2,6-dicarboxilico,
acido dipicolinico, (Paidhungat et al.,, 2000; Paidhungat, Setlow., 2002)
gue contribui para o estado inativado dos esporos e para a desidratacao
do core que confere resisténcia aos esporos quando submetidos ao calor
umido (Gerhardt, Marquis, 1989; Paidhungat et al., 2000; Setlow, 2000).

O elevado nivel de resisténcia dos esporos provocou
graves problemas na contaminac¢éo de edificios que sofreram ataques de
bioterrorismo e, ainda hoje, merece notavel atencdo nas industrias
alimentares e em ambientes hospitalares. Consequentemente, é de
interesse significativo compreender 0s mecanismos eficientes de
destruicéo ou inativagéo de esporos.

A acdo da terapia fotodinamica, realizando-se estudos com
LASER e LED, assim como a comparacdo entre diferentes
fotossensibilizadores em esporos bacterianos, justifica-se pela resisténcia
gque estas formas microbianas possuem aos tratamentos realizados para
controle de micro-organismos.

Os resultados obtidos sdo extremamente importantes,
pois 0S micro-organismos estudados ndo se apresentam na forma
vegetativa, mas na forma esporulada que representa uma forma de
resisténcia da bactéria para sobreviver. Assim, uma reducgédo significativa
dos esporos de Bacillus atrophaeus e Bacillus subtilis propde tanto novo
método de esterilizacdo no controle ambiental quanto uma nova opc¢éao de

tratamento de infec¢des ocasionadas por esporos de Bacillus spp.



7 CONCLUSAO

Concluiu-se que:

a) A terapia fotodindmica mediada pelo azul de

metileno e verde malaquita, sob a acdo do LASER
de luz vermelho visivel, no tempo de pré-irradiacao
de 10 minutos, foi eficaz em esporos de Bacillus

atrophaeus;

b) A terapia fotodinamica mediada pelo rosa bengala

e LED de luz verde, no tempo de pré-irradiacao de
30 minutos, foi eficaz em esporos de Bacillus

atrophaeus;

c) A terapia fotodindmica mediada pelo azul de

d)

metileno e verde malaquita, sob a agdo do LASER
de luz vermelho visivel, no tempo de pré-irradiacédo
de 10 minutos, foi eficaz em esporos de Bacillus
subtilis;

A terapia fotodindmica mediada pelo rosa bengala
e LED de luz verde, no tempo de pré-irradiacdo de
30 minutos, foi eficaz em esporos de Bacillus
subtilis;

O efeito da terapia fotodinAmica depende do micro-
organismo, do fotossensibilizador (concentracédo e
localizacdo na célula-alvo), tipo de fonte de luz e

periodo de pré-irradiacao.
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APENDICE A - Tabelas com médias e desvios padrdes de
UFC/mL(Logi) obtidos nos ensaios realizados em Bacillus atrophaeus
nos diferentes grupos experimentais com o uso do fotossensibilizador azul
de metileno e LASER.

Tabela 1 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logio) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador azul de metileno (5min) e LASER; L-F-, grupo controle;
L-F+, fotossensibilizador azul de metileno (5min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L +F- L-F+
Placa 1 6,73 6,74 6,61 6,67
Placa 2 7,02 7,03 6,92 6,91
Placa 3 6,84 6,86 6,82 6,62
Placa 4 6,88 6,89 6,77 6,74
Placa 5 6,62 6,64 6,62 6,48
Placa 6 6,85 6,89 6,80 6,62
Placa 7 6,86 7,00 6,90 6,76
Placa 8 6,68 6,83 6,76 6,63
Placa 9 6,74 6,89 6,81 6,69
Placa 10 6,67 6,72 6,68 6,58

Média = *DP 6,79+0,12 6,85+0,12 6,77+0,11 6,67 +0,12

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 2 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logio) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador azul de metileno (10min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador azul de metileno (10min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,04 6,74 6,68 6,65
Placa 2 6,28 7,03 6,99 6,97
Placa 3 5,95 6,86 6,78 6,78
Placa 4 6,32 6,89 6,87 6,83
Placa 5 5,70 6,64 6,52 6,57
Placa 6 6,20 6,89 6,85 6,81
Placa 7 6,43 7,00 6,94 6,94
Placa 8 6,23 6,83 6,77 6,79
Placa 9 6,30 6,89 6,85 6,84
Placa 10 5,90 6,72 6,67 6,65

Média = *DP 6,14+0,23 6,85+0,12 6,79+0,14 6,78+0,13

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 3 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador azul de metileno (30min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador azul de metileno (30min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,34 6,74 6,64 6,58
Placa 2 6,76 7,03 6,97 6,79
Placa 3 6,58 6,86 6,67 6,65
Placa 4 6,61 6,89 6,77 6,68
Placa 5 6,36 6,64 6,49 6,52
Placa 6 6,54 6,89 6,77 6,72
Placa 7 6,63 7,00 6,87 6,81
Placa 8 6,70 6,83 6,74 6,59
Placa 9 6,57 6,89 6,68 6,76
Placa 10 6,51 6,72 6,56 6,56

Média = *DP 6,56 +0,13 6,85+0,12 6,72+0,14 6,67 +0,10

*DP: Desvio Padrao
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APENDICE B - Tabelas com médias e desvios padrdes de
UFC/mL(Logi) obtidos nos ensaios realizados em Bacillus atrophaeus
nos diferentes grupos experimentais com o uso do fotossensibilizador

rosa bengala e LED.

Tabela 4 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logip) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador rosa bengala (5min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+,
fotossensibilizador rosa bengala (5min); L+F-, LED

Ensaios L+F+ L-F- L +F- L-F+
Placa 1 6,26 6,74 6,75 6,54
Placa 2 5,85 7,03 6,89 6,68
Placa 3 6,32 6,86 6,46 6,45
Placa 4 6,30 6,89 6,57 6,54
Placa 5 6,56 6,64 6,60 6,45
Placa 6 6,04 6,89 6,60 6,57
Placa 7 6,45 7,00 6,80 6,72
Placa 8 6,34 6,83 6,62 6,65
Placa 9 6,28 6,89 6,88 6,56
Placa 10 6,18 6,72 6,62 6,58

Média = *DP 6,26 +0,20 6,85+0,12 6,68+0,14 6,57 0,09

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 5 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logio) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador rosa bengala (10min) e LED; L-F-, grupo controle; L-
F+, fotossensibilizador rosa bengala (10min); L+F-, LED

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,08 6,74 6,89 6,34
Placa 2 6,18 7,03 6,89 6,53
Placa 3 6,04 6,86 6,79 6,56
Placa 4 6,32 6,89 6,88 6,32
Placa 5 6,28 6,64 6,75 6,53
Placa 6 6,08 6,89 6,62 6,41
Placa 7 6,18 7,00 6,81 6,54
Placa 8 6,00 6,83 6,62 6,58
Placa 9 6,18 6,89 6,64 6,34
Placa 10 6,11 6,72 6,76 6,59

Média + *DP 6,14+0,10 6,85+0,12 6,77+0,11 6,48+0,11

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 6 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador rosa bengala (30min) e LED; L-F-, grupo controle; L-
F+, fotossensibilizador rosa bengala (30min); L+F-, LED

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 5,30 6,74 6,74 6,49
Placa 2 5,60 7,03 6,94 6,18
Placa 3 0,00 6,86 6,81 6,26
Placa 4 5,60 6,89 6,62 6,34
Placa 5 5,48 6,64 6,64 6,38
Placa 6 5,00 6,89 6,80 6,28
Placa 7 5,70 7,00 6,86 6,11
Placa 8 5,60 6,83 6,60 6,41
Placa 9 5,30 6,89 6,59 6,32
Placa 10 0,00 6,72 6,81 6,40

Média + *DP 436+231 685+012 6,74+0,12 6,32+0,11

*DP: Desvio Padrao
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APENDICE C - Tabelas com médias e desvios padrdes de
UFC/mL(Logi) obtidos nos ensaios realizados em Bacillus atrophaeus
nos diferentes grupos experimentais com o uso do fotossensibilizador

verde malaquita e LASER.

Tabela 7 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logio) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador verde malaquita (5min) e LASER; L-F-, grupo controle;
L-F+, fotossensibilizador verde malaquita (5min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L +F- L-F+
Placa 1 6,63 6,74 6,70 6,71
Placa 2 6,94 7,03 7,02 6,99
Placa 3 6,70 6,86 6,84 6,83
Placa 4 6,79 6,89 6,86 6,86
Placa 5 6,56 6,64 6,63 6,64
Placa 6 6,74 6,89 6,88 6,85
Placa 7 6,86 7,00 6,97 6,96
Placa 8 6,68 6,83 6,82 6,81
Placa 9 6,77 6,89 6,88 6,86
Placa 10 6,63 6,72 6,71 6,65

Média = *DP 6,73+0,11 6,85+0,12 6,83+0,12 6,82+0,12

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 8 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logio) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador verde malaquita (10min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador verde malaquita (10min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,30 6,74 6,73 6,73
Placa 2 6,65 7,03 7,02 7,01
Placa 3 6,49 6,86 6,85 6,85
Placa 4 6,45 6,89 6,89 6,88
Placa 5 6,18 6,64 6,64 6,63
Placa 6 6,47 6,89 6,88 6,88
Placa 7 6,57 7,00 6,99 6,99
Placa 8 6,45 6,83 6,83 6,82
Placa 9 6,38 6,89 6,89 6,88
Placa 10 6,36 6,72 6,70 6,71

Média = *DP 6,43+0,13 6,85+0,12 6,84+0,12 6,84+0,12

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 9 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logio) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador verde malaquita (30min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador verde malaquita (30min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,71 6,74 6,70 6,73
Placa 2 6,99 7,03 6,98 7,00
Placa 3 6,85 6,86 6,84 6,85
Placa 4 6,80 6,89 6,86 6,89
Placa 5 6,57 6,64 6,61 6,64
Placa 6 6,88 6,89 6,86 6,87
Placa 7 6,99 7,00 6,94 6,98
Placa 8 6,81 6,83 6,80 6,78
Placa 9 6,82 6,89 6,88 6,88
Placa 10 6,68 6,72 6,65 6,71

Média = *DP 6,81+0,13 6,85+0,12 6,81+0,12 6,83+0,12

*DP: Desvio Padrao
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APENDICE D - Tabelas com médias e desvios padrdes de
UFC/mL(Logio) obtidos nos ensaios realizados em Bacillus subtilis nos
diferentes grupos experimentais com o uso do fotossensibilizador azul de
metileno e LASER.

Tabela 10 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador azul de metileno (5min) e LASER; L-F-, grupo controle;
L-F+, fotossensibilizador azul de metileno (5min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L +F- L-F+
Placa 1 6,40 6,76 6,43 6,57
Placa 2 6,53 6,70 6,56 6,49
Placa 3 6,59 6,48 6,46 6,61
Placa 4 6,64 6,74 6,30 6,56
Placa 5 6,52 6,66 6,60 6,45
Placa 6 6,60 6,62 6,60 6,43
Placa 7 6,45 6,57 6,53 6,48
Placa 8 6,56 6,57 6,62 6,54
Placa 9 6,49 6,58 6,54 6,53
Placa 10 6,36 6,38 6,62 6,54

Média = *DP 6,51+0,09 6,61+0,12 6,53+0,10 6,52+0,06

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 11 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador azul de metileno (10min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador azul de metileno (10min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 5,95 6,76 6,69 6,92
Placa 2 5,48 6,70 6,63 6,34
Placa 3 5,78 6,48 6,58 6,26
Placa 4 5,70 6,74 6,69 6,52
Placa 5 5,90 6,66 6,43 6,63
Placa 6 5,90 6,62 6,46 6,34
Placa 7 5,85 6,57 6,57 6,36
Placa 8 5,70 6,57 6,53 6,69
Placa 9 5,85 6,58 6,68 6,61
Placa 10 5,78 6,38 6,38 6,48

Média = *DP 5,79+0,14 6,61+0,12 6,56+0,11 6,52+0,20

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 12 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador azul de metileno (30min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador azul de metileno (30min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,40 6,76 6,46 6,56
Placa 2 6,49 6,70 6,59 6,38
Placa 3 6,28 6,48 6,51 6,43
Placa 4 6,38 6,74 6,48 6,60
Placa 5 6,40 6,66 6,56 6,46
Placa 6 6,32 6,62 6,52 6,63
Placa 7 6,15 6,57 6,57 6,51
Placa 8 6,23 6,57 6,69 6,58
Placa 9 6,26 6,58 6,51 6,51
Placa 10 6,11 6,38 6,74 6,52

Média = *DP 6,30+0,12 6,61+0,12 6,56+0,09 6,52+0,09

*DP: Desvio Padrao
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APENDICE E - Tabelas com médias e desvios padrées de
UFC/mL(Logio) obtidos nos ensaios realizados em Bacillus subtilis nos
diferentes grupos experimentais com o0 uso do fotossensibilizador rosa

bengala e LED.

Tabela 13 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador rosa bengala (5min) e LED; L-F-, grupo controle; L-F+,
fotossensibilizador rosa bengala (5min); L+F-, LED

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 5,30 6,76 6,43 6,56
Placa 2 5,30 6,70 6,56 6,38
Placa 3 5,30 6,48 6,46 6,23
Placa 4 5,60 6,74 6,30 6,30
Placa 5 5,78 6,66 6,60 6,28
Placa 6 5,00 6,62 6,60 6,11
Placa 7 5,48 6,57 6,53 6,08
Placa 8 5,78 6,57 6,62 6,26
Placa 9 5,60 6,58 6,54 6,36
Placa 10 5,85 6,38 6,62 6,52

Média * *DP 550+0,27 6,61+0,12 6,53+0,10 6,31+0,15

*DP: Desvio Padrao



100

Tabela 14 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador rosa bengala (10min) e LED; L-F-, grupo controle; L-
F+, fotossensibilizador rosa bengala (10min); L+F-, LED

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 5,60 6,76 6,69 6,36
Placa 2 5,48 6,70 6,63 6,08
Placa 3 5,48 6,48 6,58 6,26
Placa 4 5,00 6,74 6,69 6,18
Placa 5 5,00 6,66 6,43 6,20
Placa 6 5,48 6,62 6,46 6,34
Placa 7 5,00 6,57 6,57 6,04
Placa 8 5,30 6,57 6,53 6,28
Placa 9 5,30 6,58 6,68 6,32
Placa 10 5,70 6,38 6,38 6,00

Média * *DP 533+0,26 6,61+0,12 6,56+0,11 6,21+0,13

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 15 - Médias e desvios padrées de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador rosa bengala (30min) e LED; L-F-, grupo controle; L-
F+, fotossensibilizador rosa bengala (30min); L+F-, LED

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 5,48 6,76 6,46 6,26
Placa 2 0,00 6,70 6,28 6,00
Placa 3 5,30 6,48 6,08 6,11
Placa 4 0,00 6,74 6,48 5,78
Placa 5 5,48 6,66 6,56 6,26
Placa 6 5,48 6,62 6,52 5,85
Placa 7 5,70 6,57 6,57 6,15
Placa 8 0,00 6,57 6,46 6,00
Placa 9 0,00 6,58 6,51 5,95
Placa 10 0,00 6,38 6,74 6,04

Média * *DP 2,/4+289 6,61+0,12 6,46+0,18 6,04+0,16

*DP: Desvio Padrao



102

APENDICE F - Tabelas com médias e desvios padrées de UFC/mL(Log10)
obtidos nos ensaios realizados em Bacillus subtilis nos diferentes grupos
experimentais com o uso do fotossensibilizador verde malaquita e
LASER.

Tabela 16 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador verde malaquita (5min) e LASER; L-F-, grupo controle;
L-F+, fotossensibilizador verde malaquita (5min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L +F- L-F+
Placa 1 6,11 6,76 6,93 6,67
Placa 2 6,32 6,70 6,38 6,45
Placa 3 6,38 6,48 6,58 6,53
Placa 4 6,43 6,74 6,63 6,48
Placa 5 6,60 6,66 6,57 6,51
Placa 6 6,48 6,62 6,52 6,62
Placa 7 6,36 6,57 6,75 6,34
Placa 8 6,00 6,57 6,69 6,64
Placa 9 6,57 6,58 6,59 6,65
Placa 10 6,48 6,38 6,56 6,86

Média = *DP 6,37+0,19 6,61+0,12 6,62+0,15 6,58+0,15

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 17 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador verde malaquita (10min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador verde malaquita (10min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,08 6,76 6,23 6,89
Placa 2 5,95 6,70 6,61 6,65
Placa 3 6,18 6,48 6,60 6,89
Placa 4 5,95 6,74 7,00 6,80
Placa 5 5,90 6,66 6,83 6,48
Placa 6 5,78 6,62 6,83 6,77
Placa 7 6,08 6,57 6,64 6,72
Placa 8 5,85 6,57 6,87 6,54
Placa 9 6,00 6,58 6,89 6,74
Placa 10 5,95 6,38 6,66 6,69

Média = *DP 597+0,12 6,61+0,12 6,72+0,22 6,72+0,13

*DP: Desvio Padrao
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Tabela 18 - Médias e desvios padrdes de UFC/mL(Logi) obtidos nos
ensaios realizados nos diferentes grupos experimentais: L+F+,
fotossensibilizador verde malaquita (30min) e LASER; L-F-, grupo
controle; L-F+, fotossensibilizador verde malaquita (30min); L+F-, LASER

Ensaios L+F+ L-F- L+F- L-F+
Placa 1 6,58 6,76 6,85 7,04
Placa 2 6,45 6,70 6,75 6,90
Placa 3 6,52 6,48 6,81 6,80
Placa 4 6,64 6,74 6,40 6,65
Placa 5 6,63 6,66 6,59 6,49
Placa 6 6,59 6,62 6,41 6,76
Placa 7 6,43 6,57 6,51 6,51
Placa 8 6,52 6,57 6,64 6,63
Placa 9 6,46 6,58 6,11 6,45
Placa 10 6,36 6,38 6,51 6,38

Média = *DP 6,52+0,09 6,61+0,12 6,56+0,22 6,66+0,21

*DP: Desvio Padrao
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