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Garcia MT. Clorina com fotossensibilizador para Terapia Fotodinamica sobre
Streptococcus mutans [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

A terapia fotodindmica (TFD) vem se mostrando eficaz na redugcdo de patdgenos
bucais e diferentes fotossensibilizadores tém sido investigados. O objetivo desse
estudo foi avaliar a eficacia da TFD sobre Streptococcus mutans usando dois
fotossensibilizadores derivados da Clorina, Photoditazine (PDZ) e Fotoenticine
(FTC), associados a irradiacdo Laser (660nm, 50 mw/cm?). Esses
fotossensibilizadores também foram comparados com o Azul de Metileno (AM) que
ja tem seus efeitos comprovados contra S. mutans. Para realizacdo desse trabalho,
foram isoladas 11 amostras clinicas de S. mutans a partir de pacientes com lesdes
de caries ativas. Essas amostras foram identificadas pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), seguida por confirmacdo em sequenciamento automatico.
Também foi incluida no estudo uma cepa padréo de referéncia (S. mutans UA159).
Os efeitos da TFD foram testados sobre S. mutans em culturas planctdnicas e sobre
biofiilmes formados em dentes bovinos. Os resultados foram avaliados pela
contagem de células viaveis e Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV). A
capacidade dos fotossensibilizadores em penetrar nas células de S. mutans foi
avaliada por meio da absorbancia em espectrofotometro. Os dados foram analisados
por ANOVA e teste de Tukey. Na identificagcdo das amostras, verificou-se que todas
apresentaram o fragmento de 517 pb especifico para S. mutans e que o
sequenciamento demonstrou similaridade de 87% com a cepa de referéncia. Em
culturas planctbnicas, todos os fotossensibilizadores reduziram as células de S.
mutans com diferenca significante em relagdo ao grupo sem tratamento. O FTC
conseguiu atingir 100% de reducdo tanto para a cepa de referéncia como para as
cepas clinicas. Nos testes em biofilmes, houve redugéo bacteriana de 4 log para o
AM, 6 log para o PDZ e de 5 a 8 log para o FTC. Na cepa padrao de referéncia, o
FTC levou a eliminagdo total das células de S. mutans. Além disso, verificou-se que
o FTC foi o fotossensibilizador com maior capacidade de desestruturar o biofilme e
penetrar nas células de S. mutans. Concluiu-se que os fotossensibilizadores
derivados da clorina demonstraram maior atividade antimicrobiana na TFD contra S.
mutans em relacdo ao AM, sendo esse efeito mais significativo para o FTC.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica. Streptococcus mutans. Clorina €6.
Microscopia Eletronica de Varredura.



Garcia MT. Clhorine as photosensibilizer for photodynamic therapy on Streptococcus
mutans [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): S&o Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) has been shown to be effective in reducing oral
pathogens and different photosensitizers have been investigated. The objective of
this study was to evaluate the efficacy of PDT on Streptococcus mutans using two
photosensitizers derived from Chlorine, Photoditazine (PDZ) and Fotoenticine (FTC)
associated with Laser irradiation (660 nm, 50 mw / cm2). These photosensitizers
were also compared to Methylene Blue (AM) that already has its proven effects
against S. mutans. To perform this work, 11 clinical samples of S. mutans were
isolated from patients with active caries lesions. These samples were identified by
the Polymerase Chain Reaction (PCR), for confirmation in automatic sequencing.
Also included in the study was a standard standard (S. mutans UA159). The effects
of PDT were tested on S. mutans in planktonic cultures and on biofilms formed in
bovine teeth. Results of viable cell and Scanning Electron Microscopy (SEM) tests.
The ability of the photosensitizers to penetrate the S. mutans cells was evaluated by
spectrophotometer absorption. Data were analyzed by ANOVA and Tukey's test. In
the identification of the samples, all the presentations of the 517 bp fragment specific
for S. mutans and that the sequencing demonstrate similarity of 87% with a reference
strain were found. In planktonic cultures, all photosensitizers reduced as S. mutans
cells with a significant difference in relation to the untreated group. The FTC
achieved a 100% reduction for both the reference strain and the clinical strains. In
biofilm tests, there was a 4 log reduction for AM, 6 log for PDZ and 5 to 8 log for
FTC. In the standard reference strain, FTC led to the complete elimination of S.
mutans cells. In addition, it was found that FTC was the photosensitizer with the
greatest capacity to de-structure the biofilm and penetrate S. mutans cells. It was
concluded that the photosensitizers derived from chlorine showed a greater
antimicrobial activity in PDT against S. mutans in relation to AM, being this effect
more significant for the FTC.

Keywords: Photodynamic therapy. Streptococcus mutans. Chlorine e6. Scanning
Electron Microscopy




1 INTRODUCAO

A cavidade oral humana € colonizada por uma comunidade microbiana
dindmica e altamente diversificada que consiste em mais de 700 espécies
bacterianas (Soria-Lozano et al., 2015). No estado saudavel, esta comunidade
mantém um equilibrio por meio das interacdes sinérgicas ou antagonistas.
Perturbacdo desta homeostase, como higienizacdo inadequada, pode levar a
mudancas na composi¢cao da microbiota e eventualmente causar doenca (Bao et al.,
2015).

Os estreptococos sdo os principais colonizadores de superficies orais e
constituem 70% das bactérias cultivaveis existentes no biofilme dental (Soria-Lozano
et al., 2015). Streptococcus mutans foram descritos pela primeira vez em 1924 por
Clark, que observou por meio de um isolado de leséo de carie uma morfologia mais
ovalada das colbnias demonstrando ser um forma mutante de estreptococos (Clarke
1924; de Carvalho et al., 2006). S. mutans € uma bactéria Gram-positiva, que
fermenta carboidratos provenientes da dieta. Sdo micro-organismos acidogénicos,
produzem poilissacarideos extracelulares, sobrevivem em meio acido, tem
capacidade de adesdo as estruturas dentarias e sdo conhecidos como o principal
causador de céries dentarias de fissuras e superficies lisas (Cheon et al., 2013;
Durso et al., 2014; Koo et al., 2010; Manoil et al., 2014).

A carie dentaria € uma doenca multifatorial, invasiva e crbnica resultante da
dissolucdo quimica dos tecidos dentais mineralizados pelos acidos produzidos
quando as bactérias metabolizam carboidratos da dieta (Marsh et al., 2015; Nyvad et
al., 2013). A cérie dentaria ocorre em todo o mundo afetando 2.430 milhdes de
pessoas (36% da populacdo mundial), sendo considerada a segunda doenca mais
comum em criancas (Leal et al., 2017; Vohra et al., 2015). Biofilmes microbianos
aderentes as superficies dos dentes desempenham um papel chave no
desenvolvimento da doenca, atraves do metabolismo de hidratos de carbono
(predominantemente sacarose), levando a producdo de grandes quantidades de
acido latico, e, finalmente, a dissolugédo da superficie dos dentes.

Biofiilme é uma comunidade de micro-organismos (Unica ou multiplas

espécies bacterianas) que se aderem a uma superficie sélida, como a superficie dos
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dentes na cavidade bucal. Atualmente os biofilmes tem recebido muita atencéo
devido ao seu impacto na industria e na medicina, pois sdo responsaveis por
numerosas infecgdes bucais cronicas, podendo causar outras doencas no
organismo humano. Além disso muitas dessas infec¢des sdo de dificil tratamento,
uma vez que o biofilme constitui um dos mecanismos de sobrevivéncia dos micro-
organismos, por protegé-los da acdo de antimicrobianos e das defesas imunolégicas
do hospedeiro (Ren et al., 2016).

Estudos tem comprovado que o biofime ndo é resultado de acréscimo
aleatorios de células bacterianas, ao contrario, resulta de uma comunidade de micro-
organismos que cooperam para formar estruturas bem diferenciadas (Merritt et al.,
2003). S. mutans normalmente existe como um membro regular da comunidade do
biofilme madura, no entanto, sob certas condigcbes pode tornar-se dominante e
assim causar doenca (Kreth et al., 2005). A formacéo de biofilme por S. mutans é
realizada pelos seus principais fatores de viruléncia, as glicosiltransferases (GTFS),
que sintetizam polissacarideos extracelulares (PEC) (Ren et al., 2016).

Os biofilmes podem ser reproduzidos em estudo in vitro utilizando-se
diferentes substratos e técnicas de avaliacdo, incluindo contagem do numero de
células viaveis, determinacdo da massa total pelo peso seco ou medidas da
absorbéancia, quantificacdo da atividade metabdlica usando ensaios de XTT e
analise por microscopia eletrénica. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é
capaz de criar imagens com aparéncia tridimensional, o que ajuda avaliar a
diferenca de estrutura do biofilme entre cada grupo estudado.

Apesar de existirem varias técnicas disponiveis para o controle do biofilme
oral, a carie dentaria ainda constitui um problema clinico de grande relevancia, por
ser uma doenca pandémica, que vem nos acompanhando a milhares de anos. Este
fato tem estimulado pesquisas a procurar novas formas de prevencédo e tratamento
para a carie dentaria (Koo et al., 2010; de Moraes et al., 2017). Dentre as opg¢des
gue preservam a estrutura dental e sdo potencialmente eficazes contra os micro-
organismos, vem se destacando a terapia fotodinamica (TFD). Essa terapia tem se
mostrando eficaz para reduzir os micro-organismos patogénicos na cavidade bucal,
prevenindo e evitando doencas odontologicas até entdo tratadas de maneira
convencional (Panhoca, 2011).

A TFD teve inicio no século XX, em Munique, quando Oscar Raab e seu
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professor Herman von Tappeiner observaram os efeitos decorrentes de
fotossensibilizagdo em paramécio (Da Hora Machado, 2000; Issa, Manela-Azulay,
2010), ap6s um pequeno periodo de descoberta, os estudos com a TFD ficaram
estagnados por um longo periodo, devido a descoberta de antibidticos que se
mostravam eficazes para a inibicdo do crescimento microbiano. Entretanto, apés
algumas décadas, com o uso indiscriminado desses farmacos, surgiram cepas
resistentes, devido a esse fato os estudos com TFD voltaram a despertar o interesse
de pesquisadores (Caires et al., 2017), (Figura 1). Essa terapia baseia-se em uma
reacao fotoquimica capaz de causar destruicdo seletiva de um tecido, utilizando
fotossensibilizador, luz e oxigénio molecular (Issa, Manela-Azulay, 2010). Constitui
uma abordagem promissora para erradicar bactérias patogénicas que causam, tanto
doencas localizadas como sistémicas (Garcez et al., 2015).

A TFD tem dupla seletividade, jA& que o fotossensibilizador pode ser
direcionado para o tecido doente, assim como também a luz pode ser precisamente
focalizada no local da lesdo (Perussi, 2007). Com a excitacdo eletronica do
fotossensibilizador pela luz faz com que ele passe de um estado fundamental para
um estado tripleto fotoativo, com isso a fotodestruicAo dos tecidos ou micro-
organismos podem ocorrer por meio de uma transferéncia eletrénica que faz a
producao de radicais superoxidos e, em seguida, radicais (mecanismo tipo I) ou por
meio da transferéncia de energia para produzir oxigénio singleto excitado, que é
altamente citotoxico (mecanismo tipo IlI), ambos os tipos sdo espécies de oxigénio
altamente reativas (ROS) (Cunha, Ribeiro 2007; Da Hora Machado, 2000; Ribeiro et
al., 2007), por isso os dois tipos levam a morte celular e a destruicdo do tecido
doente (Carrera et al., 2016), essa fotodestruicao esta ilustrada na Figura 2.

O oxigénio singleto é considerado um dos principais responsaveis pela acao
da TFD, as ROS reagem rapidamente com o alvo ndo especifico como membranas
celulares e proteinas levando a destruicdo microbiana, com a morte celular direta
(Dovigo et al., 2013; Quishida et al., 2015b).
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Figura 1-Linha do tempo da evolucao dos fotossensibilizadores e antimicrobianos
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Legenda: RLPO68= Tetracatidnico Zn (ll) Cloreto de Ftalocianina. XF73= Porfirina carregada
positivamente. PEI-Ce6= Polietilenoimina Clorina (e6) conjugado. SAPYR= derivado de
perinaptenoma. SACUR= derivado de Curcumina. HpD-Photogem= Derivado de haematoporfirina.
FLASH= derivado de riboflavina catiénico. ALA-PPIX= Protoporfirina IX induzida pelo acido 5-
Aminolevulinico. PPA904= derivado tetrabutilico de Azul de Metileno

Fonte: Caires et al., 2017.
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Figura 2- Esquema ilustrativo do mecanismo de acao da TFD
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light
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Fonte: Dai et al., 2012.

Como a TFD nao esta ligada a mediacfes de radicais quimicos com acéo a
um componente especifico da célula, o desenvolvimento de cepas resistentes torna-
se improvavel (Fontana et al., 2009), sendo um ponto bem favoravel ja que um dos
principais problemas atuais em controle bacteriano é a resisténcia aos antibiéticos
(Benvindo et al., 2008; Dunbar et al., 2008; Issa, Manela-Azulay, 2010).

Os fotossensibilizadores séo classificados em 2 geragbes. A 2° geragao
surgiu para tentar amenizar alguns problemas que a 1° geracdo apresentava como:
prolongada sensibilidade cutanea, baixa seletividade pelo tecido tumoral e a banda
de absorcgédo é fraca onde a droga é fotoativada, ndo se encontrando na regido ideal
do espectro, regido do vermelho (Cunha, Ribeiro, 2007). Assim para 0S novos
fotossensibilizadores, algumas caracteristicas devem estar presentes para ser eleito
um fotossensibilizador de 2° geragdo: possuir baixa toxicidade no escuro,
fotossensibilidade ndo prolongada, caracteristicas fotofisicas favoraveis,

simplicidade na formulagdo, farmacocinética favoravel, facilidade de analise total dos
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componentes da formula, alta afinidade e penetracdo no tecido doente em
detrimento do tecido saudavel (Ibanez Simplicio et al., 2002).

A Clorina es é considerada um fotossensibilizador de segunda geracao
promissor, surgiu em meados dos anos 90, junto com a descoberta da era da
resisténcia microbiana. E pertencente a classe de substancias terrapirrolicas, sendo
derivada da porfirina, possuem um de seus anéis pirrolicos na forma reduzida o que
provoca uma alteragdo na simetria da molécula assim como na sua conjugacgao
(Cunha, Ribeiro, 2007) (Figura 3). Possui uma forte absorgéo na regido do vermelho
no espectro UV-visivel devido ao deslocamento da sua banda Q (Annunzio et al.,
2017; Calvete et al., 2009; Pérez-Laguna et al., 2017).

Figura 3- Molécula de Clorina e6

Fonte: https://it.wikipedia.org/wiki/Clorina

A Clorina es possui alguns derivados com potencial de acdo ja conhecido no
mercado, como por exemplo: Talaporfin®, Radachlorin® e Photoditazine® (Abdel
Gaber et al.,, 2017), porém o Fotoenticine® é um produto novo no mercado, de
origem espanhola que acaba de ser patenteado. Portanto, até onde sabemos, entre
as diversas pesquisas realizadas in vitro e in vivo ndo existe nenhum trabalho

presente na literatura utilizando o fotossensibilizador Fotoenticine para a inativagao
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de S. mutans. Esse fato despertou o interesse por esse projeto de pesquisa, pois as
diversas versdes de Clorina vem se mostrando oOtimos fotossensibilizadores em
diversos tratamentos, como canceres (Cesar, Rosa, 2005), leucoplasias (Pietruska
et al., 2014) e reducéo de micro-organismos em infecgdes periapicais (Garcez et al.,
2015).

Tendo em vista que ndo existem trabalhos na literatura que testaram a
Clorina es como fotossensibilizador na TFD para controle de carie dentaria, o
objetivo desse trabalho foi estudar e comparar os efeitos da terapia fotodinamica
mediada por duas classes da Clorina, Photoditazine® e Fotoenticine®, sobre

diferentes cepas de S. mutans.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivos gerais

O objetivo desse estudo foi avaliar a agdo da Terapia Fotodinamica (TFD),
mediada pela associacao dos fotossensibilizadores derivados da Clorina es e luz no

comprimento de onda de 660nm, sobre diferentes cepas de S. mutans.

2.1.1 Objetivos especificos

- Isolar e identificar cepas de S. mutans de pacientes com lesGes de céries
ativas.

- Testar a sensibilidade da cepa padréo e das cepas clinicas de S. mutans a
TFD em culturas planctonicas e em biofilmes formados na superficie de dentes
bovinos.

- Analisar os biofilmes formados por contagem do nimero de células viaveis
e Microscopia Eletronica de Verredura (MEV).

- Comparar a eficacia da TFD mediada pelos fotossensibilizadores derivados
da Clorina com um fotossensibilizadore de acdo conhecida, o Azul de Metileno.

- Verificar a capacidade de absorcdo dos fotossensibilizadores pelas células

de S. mutans.



3 MATERIAL E METODOS

Os testes realizados nesse trabalho foram delineados conforme o
fluxograma apresentado na Figura 4, no qual estdo descritos também a divisdo dos

grupos experimentais e o tamanho da amostra.
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Figura 4- Fluxograma demonstrando a distribuicdo dos testes e grupos
experimentais: grupo F-L- (solucdo fisiolégica no escuro), grupo F-L+ (solucéo
fisiologica e laser), PDZ+L- (Photoditazine no escuro), PDZ+L+ (Photoditazine e
laser), FTC+L- (Fotoenticine no escuro), FTC+L+ (Fotoenticine e laser), AM+L- (Azul

de Metileno no escuro), AM+L+ (Azul de Metileno e laser)
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3.1 Comité de Etica

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual
Paulista/lUNESP do campus de S&ao José dos Campos sob o parecer n°
005611/2017 (ANEXO A).

3.2 Micro-organismos

3.2.1 Ativacao da cepa padrédo de S. mutans

Foi utilizada cepa padrédo de Streptococcus mutans (UA159), mantida em
freezer a -80 °C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia
e Tecnologia de Sdo José dos Campos/UNESP. Para a ativacdo desse micro-
organismo, a cepa foi cultivada em agar Infuso Cérebro Coracdo (BHI, Himedia,
Mumbai, india) por 48 h a 37 °C em estufa Heal force, HF 212 UV (5 % de COy).

3.2.2 Selecdo dos pacientes e coleta do material

Foram isoladas 11 cepas de lesBGes ativas de carie dentaria de diferentes
pacientes atendidos nas clinicas odontoldgicas do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT/UNESP) sob supervisao da Profa. Adj. Alessandra Buhler Borges. A coleta foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por de Carvalho et al. (2006) com
algumas modificagbes. Foi utilizado cureta escavadora esterilizada para fazer a
remoc¢ao do conteudo da leséo, que foi colocado em tubo Falcon contendo 5 mL de
Caldo BHI. As amostras coletadas foram submetidas a 1 min de vibracdo em

agitador de tubo, visando a obtencdo de uma suspensdo uniforme para a diluicdo



serial decimal de 10! a 10* em PBS. A seguir, aliquotas de 25 pL de cada diluicdo
foram inoculadas em placas de Petri contendo Agar Mitis Salivarius Bacitracina
Sacarose (5 %) (MSBS) e todas as placas foram incubadas em microaerofilia a 37
°C por 48 horas.

3.2.3 Identificagdo das cepas de S. mutans

Para identificacdo das cepas clinicas, foi realizada a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), seguida por confirmag¢do em sequenciamento automatico.

Para extragdo do DNA, as colonias em MSBS foram suspensas em 180 pL
do tampéao de lise contendo 20 mg/mL lisozima, 20 mM tris-HCI, 2mM EDTA e 1,2%
Triton X-100, e posteriormente, incubadas a 37 °C por 30 min. O DNA cromossémico
foi extraido pelo PureLink® Genomic DNA kit (invitrogen) conforme recomendacdes
do fabricante e sua quantificacdo realizada no espectrofotometro Nanodrop (ND-800,
Thermo Scientific).

O método de PCR utilizado para identificacdo da espécie de S. mutans foi
baseado no protocolo descrito por Oho et al 2000. A reacdo de amplificacdo foi
realizada em um volume final de 25 pL contendo 10 a 20 ng de DNA, 10mM Tris HCI
pH 8,3/50 nM KCI, 1,5 mM MgClz, 0,8 mM de desoxirribonucleotideo, 0,3 puL de cada
iniciador (10 uM/pL) e 1 U de Tag Platinum DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA) no termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). As
condi¢cbes para a realizacdo deste PCR foram: desnaturacao inicial de 95 °C por 5
min, 40 ciclos de desnaturacdo de 95 °C por 30 s, anelamento de 60 °C por 45 s,
extensao de 72 °C por 1 min e extensao final de 72 °C por 10 min. Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 1,5%
em TBE, corados com 0.5 pg/mL de brometo de etidio (Invitrogen, Carlsbad, CA) e
visualizados em transiluminador YV (DyNA Light, LABNET, EUA). Os iniciadores
utilizados foram construidos por Oho et al 2000 baseado no gene da enzima
glicosiltransferase B (GTFB) que patrticipa da sintese de glucanos insollveis a partir
da sacarose e amplificam um fragmento Unico de 517 pb, especifico para S. mutans.
Em todos os ensaios foram utilizados DNA molde da cepa padrdo do S. mutans UA



159 como controle positivo e um controle negativo sem adicdo de DNA molde.

Os fragmentos obtidos foram sequenciados por eletroforese capilar em
aparelho ABI3730, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1 pela empresa Myleus
Biotechnology (Belo Horizonte, MG). A edicdo das sequéncias obtidas foi realizada
com o auxilio do software Chromas 2.4 (Technelysium Pty Ltda, South Brisbane,
Australia). ApO6s a edicdo, as sequéncias foram comparadas com sequéncias
depositadas no banco de dados do GenBank e a deteccao de identidade foi feita
pelo programa BLAST/ NCBI/ GENE BANK. O alinhamento foi realizado com o
auxilio do programa MAFFT e inspecao visual com auxilio do software Phylogeny.fr
(Dereeper et al 2008). Para a analise filogénica foram utilizadas as sequéncias
obtidas dos 11 isolados clinicos de S. mutans sequéncia do gene GTFB da cepa
padrao UA1509.

3.3 Fotossensibilizador e Fonte de luz

Para a realizacdo da fotossensibilizacdo in vitro foi seguida a metodologia
descrita por Costa et al. (2010). Os fotosenssibilizadores derivados da Clorina
Fotoenticine® (La empresa Nuevas Tecnologias Cientificas- NTC- Lianera Asturias)
e Photoditazine® de origem Russa, foram obtidos por meio da parceria com a Profa.
Dra. Juliana Ferreira Strixino, docente e pesquisadora da Universidade do Vale do
Paraiba UNIVAP. O Fotoenticine (FTC) veio previamente diluido em n-
merilglucamina em concentracao inicial de 7,1 mg/mL, ja o Photoditazine (PDZ) veio
previamente diluido em concentracdo de 5 mg/mL. O preparo do fotossensibilizador
Azul de Metileno, em concentragcdo 1 mg/mL foi realizado por meio da dissolucéo do
p6 em PBS. Todos os fotossensibilizadores utilizados no trabalho foram esterilizados
por filtracdo (membrana de 0,22 um) e armazenados no escuro. A fonte de luz (L)
utilizada foi no comprimento de onda de 660 nm (vermelho visivel) na densidade de
energia de 15 J/cm? por 5 min. A concentracdo do FTC, do PDZ e a energia do laser
necessarias para alcancar um efeito fotodindmico significativo foi determinada no

teste de culturas planctdnicas com cepa padréo de S. mutans (UA159).
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3.4 Acao da Terapia Fotodinamica em culturas plancténicas de S. mutans

3.4.1 Preparo da suspenséo de S. mutans

As cepas de S. mutans foram incubadas, individualmente, em caldo BHI a 37
°C por 48 h, sob condi¢cdes de microaerofilia (5% de CO2). Apds este periodo, as
células microbianas foram centrifugadas a 1300 xg durante 10 min, sendo o
sobrenadante desprezado e o sedimento ressuspenso em 10 mL de PBS. Esse
procedimento foi repetido novamente. As contagens do numero de células das
suspensdes foram realizadas por meio de espectrofotometro (B582, Micronal, Sao
Paulo, Brasil) no comprimento de onda de 0,398 nm e densidade 6ptica de 0,620,

obtendo-se uma concentracdo de 108 células/mL de S. mutans.

3.4.2 Fotossensibilizacao in vitro

A fotossensibilizagdo sobre as culturas planctonicas de S. mutans foi
realizada em placas de 96 pocos. Uma aliquota de 100 pL da suspenséao bacteriana,
previamente, padronizada, foi adicionada em cada poco da placa. Os ensaios foram
divididos nos seguintes grupos experimentais: Grupo controle sem tratamento (F-L-);
Aplicacéo apenas do Laser (F-L+); FTC e irradiacao (FTC+L+); Aplicacdo apenas de
FTC (FTC+L-); PDZ e irradiacdo (PDZ+L+); Aplicacdo apenas de PDZ (PDZ+L-);
Grupo Azul de Metileno e irradiagdo (AM+L+) e o0 grupo apenas com Azul de
Metileno (AM+L-). Em cada grupo foram realizadas 10 amostras (n=10).

De acordo com as condicfes experimentais descrita acima, foi adicionado
100 pL de cada fotossensibilizador ou 100 yL de PBS para 0s grupos sem
fotossensibilizador. Resultando em concentragdes 0,3 mg/mL para FTC, 0,3 mg/mL
do PDZ e 0,5 mg/mL para o AM. As placas foram envolvidas com papel aluminio
para evitar a irradiacdo de luz do ambiente e foram levas para o agitador orbital
(Solab Piracicaba, Brasil) durante 15 min (tempo de pré-irradiagdo). A seguir, foi



realizada a aplicacdo do laser (15 J/cm?), com a fibra éptica posicionada na parte
superior da placa, com auxilio de um anteparo negro fosco para evitar espalhamento

da luz (Figura 5).

Figura 5- Aplicacdo do laser sobre culturas plancténicas de S. mutans em placas de

96 pocos

Legenda: A) Aparelho de Laser nas configuragdes utilizadas para TFD em culturas plancténicas de S.
mutans; B) Aplicagdo do Laser com anteparo negro fosco somente com espago para irradiacdo da
suspensao de S. mutans no poco.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4.3 Contagem de células viaveis (UFC/mL)

Apbs a irradiacdo, foram preparadas diluicdes seriadas, e 100 uL de cada
diluicdo foram semeadas em placas de agar BHI. Apés periodo de incubacéo de 48
h a 37 °C sobre condi¢bes de microaerofilia foi determinado o numero de Unidade

Formadoras de Col6nias por mililitro (UFC/mL).
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3.5 Acdo da Terapia Fotodinamica sobre biofilme de S. mutans em esmalte

bovino

3.5.1 Confecc¢éo dos corpos-de-prova de dente bovino

Para confeccdo dos corpos-de-prova de dentes bovinos foi utilizada a
metodologia de Zanin et al. (2006) com algumas modificacdes. Os corpos-de-prova
com 4 mm de diametro e 2 mm de espessura foram preparados a partir da parte
central de dentes incisivo bovinos.

Inicialmente foi seccionada a raiz da coroa dos dentes com o auxilio de uma
peca reta odontologica com disco diamantado (Figura 6). As coroas foram entdo
fixadas em um suporte da maquina para corte de amostras circulares, com a face
vestibular voltada para cima. Os cortes foram realizados com uma broca trefina de 4
mm internos (Figura 7).

Para polimento e padronizacdo das amostras, cada corpo-de-prova foi
inserido no interior de uma matriz metalica, com dimensdes de 4 mm de didametro e
2 mm de espessura. A superficie da dentina foi posicionada para o exterior da
matriz, sendo entdo desgastada com lixa de granulacédo 120 (Fepa-P, Extec, Enfield,
CT, USA) em politriz circular (DP-10, Panambra Industrial e Técnica, AS, Séo Paulo,
SP, Brasil), sob refrigeracdo em baixa velocidade, sendo sempre conferida sua
dimensao final por paquimetro digital (Starret Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil) (Figura 8).

A seguir os corpos-de-prova foram armazenados em 0,1% (v/v) de solucao
de timol a 4 °C. Todos esses procedimentos foram realizados no Laboratério
Integrado de Pesquisa em Odontologia Restauradora (LIPq) do Departamento de
Odontologia Restauradora do Instituto de Ciéncia e Tecnologia no Campus de Sao

José dos Campos-Unesp.



Figura 6- Seccionamento da raiz dos incisivos bovinos utilizando o disco diamantado

Legenda: A) llustracdo da parte central do dente bovino que foi utilizado para confeccdo do corpo-de-
prova dental; B) Secicionamento da raiz da coroa
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7- Imagens ilustrando o corte dos corpos-de-prova de dentes bovinos

Legenda: A) Maquina de amostras circulares; B) dente em posicdo para o corte da coroa sobre
irrigacdo para o resfriamento; C) corpo-de-prova seccionado antes do polimento do desgaste da
dentina.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8- Polimento dos corpos-de-prova de dente bovino

Legenda: A) Matriz metdlica com dimensdo de 4 mm de didmetro; B) Politriz circular fazendo o
polimento do corpo-de-prova; C) Afericdo da espessura do corpo-de-prova no paquimetro
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.2 Formacdo dos biofilmes de S. mutans sobre os corpos-de-prova de

dentes bovinos

Os corpos-de-prova autoclavados foram posicionados em placas de 24 pocos,
suspensos por suportes de 12 mm de altura, confeccionados com fio ortodéntico
duro CrNi redondo @ 0,45 mm (.018”) em rolos e fios ortodénticos Morest Standard
CrNi retangular 0,40 mm X 0,55 mm (.016” X .022”) em vareta (Figura 9). Com os
corpos-de-prova devidamente posicionados foram acrescentados em cada poco 2
mL de saliva artificial e incubados por 4 h a 37 °C. Cada corpo-de-prova foi entdo
transferido para um novo poco contendo 1 mL de caldo BHI com 5% de sacarose e 1
mL de saliva artificial. A seguir, foram adicionados 225 pL da suspensao
padronizada de S. mutans (10® células/mL) e as placas foram incubadas em
microaerofilia a 37 °C por 24 h. ApoOs esse periodo de incubacdo, os pocgos foram
lavados trés vezes com 2 mL de PBS para a remocdo das células fracamente
aderidas, e posteriormente foram adicionados mais 1 mL de caldo BHI com 5% de
sacarose e 1 mL de saliva artificial. As placas foram novamente incubadas em

microaerofilia a 37 °C por mais 24 h.
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Figura 9- Suporte de fio ortoddntico e posicionamento dos corpos-de-prova nas

placas de 24 pocos

i S e

Legenda: A) suporte com 12 mm de altura para dentes confeccionado com fio ortoddntico e soldado
com o corpo-de-prova em posi¢éo; B) suportes posicionados na placa de 24 pocos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.3 Fotossensibilizagcdo do biofilme de S. mutans

Apés a formacédo dos biofilmes, os corpos-de-prova foram posicionados na
interseccdo dos pocos da placa de 24 pocos, para que fosse possivel o uso de uma
pequena quantidade de fotossensibilizador (Figura 10). Assim, foi adicionado 200 pL
de FTC, PDZ, Azul de Metileno ou PBS conforme o grupo experimental. FTC e PDZ
foram usados na concentracdo de 0,6 mg/mL e o AM na concentracdo de 1 mg/mL.
As placas, foram envolvidas em papel aluminio para evitar a irradiacdo de luz do
ambiente, e colocadas no agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil) durante 15 min
(tempo de pré-irradiagdo). Em seguida os grupos FTC+L+; PDZ+L+; AM+L+ e F-L+
foram irradiados com laser na densidade de energia de 15 J/cm2 por 5 min. Ja os
grupos FTC+L-; PDZ+L-; AM+L- e F-L- continuaram envolvidos pelo papel aluminio

pelo mesmo tempo em que os biofilmes foram submetidos a irradiacao.
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Figura 10- Posicdo dos corpos-de-prova para aplicacdo do fotossensibilizador na

area de interseccéo dos pocos das placas de 24 pocos

Legenda: A) Corpos-de-prova nha interseccao da placa de 24 pocos B) Corpos de prova submersos
nos fotossensibilizadores de acordo com cada grupo experimental.
Fonte: Elaborado pelo autor

3.5.4 Analise dos biofilmes por meio da contagem do numero de células
viaveis (UFC/mL)

Apés irradiacdo, cada corpo-de-prova foi transferido para tubos Falcon
contendo 4 mL de PBS e os biofilmes aderidos aos corpos-de-prova foram
removidos utilizando homogeneizador ultra-sénico (Sonopuls HD2200, Bandelin
Eletronic) com poténcia de 7 W por 30 s para romper 0s agregados microbianos.

A partir da solugéo obtida, foram realizadas diluicbes seriadas da suspenséo
do biofilme, das quais aliquotas de 100 pL foram semeadas em placas de Petri
contendo agar BHI e incubadas durante 48 h a 37 °C sobre condi¢bes de
microaerofilia. Depois da incubacdo, foi determinado o numero de Unidades

Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL).
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3.5.5 Analise dos biofilmes de S. mutans por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

Apés a formacdo do biofilme e tratamento de acordo com cada grupo
experimental (F-L-; F-L+; PDZ+L-; PDZ+L+; FTC+L-; FTC+L+; AM+L-; AM+L+), 0s
corpos-de-prova foram tratados com 1 mL de glutaraldeido a 2,5% para fixagéo por
uma hora e a seguir foram desidratados com 1 mL de solucdo crescente de &lcool
(10, 25, 50, 75 e 90%) por 20 min e por alcool absoluto por 1 h. As placas contendo
0s corpos-de-prova foram levadas a estufa a 37 °C por 24 h para a secagem
completa das amostras e, posteriormente foram levadas para o Laboratorio
Associado de Sensores e Materiais LAS/dimare no Instituto Nacional de Pesquisa

Espaciais (INPE) em S&o José dos Campos/SP.

3.6 Analise da absorcéo de Fotossensibilizador pelas células de S. mutans

Essa andlise foi realizada seguindo a metodologia proposta por George e
Kishen (2007) com algumas modificagdes. As cepas de S. mutans foram cultivadas
em microaerofilia em caldo BHI. As células foram recolhidas na fase estacionaria por
centrifugacdo de 1300 xg durante 10 min e foram lavadas com agua destilada. A
densidade oOptica das culturas foram ajustadas para 108 células/mL. Apds a
padronizacdo, 1 mL de cada suspensao foi colocado em tubo Falcon com 1 mL de
fotossensibilizador ou agua destilada, de acordo com o grupo experimental (Agua
destilada; AM 1 mg/mL; AM 10 mg/mL e FTC 0,6 mg/mL). Os tubos foram incubados
a 37 °C durante 30 min em incubadora orbital a 120 rpm. ApoOs esse periodo, as
células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com agua destilada e lisadas por
tratamento com 1 mL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) a 2% durante 16 h. A
intensidade de absorbancia da solu¢do do sobrenadante apos a centrifugacdo (1300
xg) durante 10 min foi registrada em espectrofotometro (B582, Micronal, Sdo Paulo,
Brasil).
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3.7 Andlise dos resultados obtidos

Os resultados de UFC/mL foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey, utilizando o programa GraphPad 6.0, com nivel de significancia de
5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e identificacdo das cepas clinicas de S. mutans

Foram obtidos 11 isolados clinicos a partir de lesbes de caries ativas de
diferentes pacientes. Os dados registrados na coleta de cada isolado clinico estéo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Dados sobre elemento dentéario e classificagdo das cavidades de cérie de

cada isolado clinico

Isolados Dente

Classe

36
37
13
24
24
37
22
37

© 00 N oo o B~ W N PP

14

=
o

13
11 44

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na reacdo de PCR todos os isolados clinicos do presente trabalho

apresentaram o fragmento esperado de 517 pb especifico para S. mutans, como

pode ser visualizado na Figura 11.

As sequéncias nucleotidicas dos isolados clinicos, obtida através do
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sequenciamento automatico do gene GTFB, demonstraram similaridade em torno de
87% com a sequéncia da cepa padrdo de S. mutans UA 159 depositada no Gene
Bank (n° de acesso: NC_004350.2), conforme Figura 12.

Figura 11- Gel de Agarose 1,5% em TBE, corado por brometo de etidio e visualizado

no transluminador

Legenda: Isolados clinicos de 1 a 11 identificados como S. mutans por apresentaram o fragmento
esperado de 517pb. Can 1- marcador de peso molecular (Ladder 100pb); Can. 2 a 12- isolados
clinicos; Can. 13- cepa padrao de S. mutans UA 159; Can 14- controle negativo.

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 12- Arvore filogenética
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Legenda: Arvore filogenética construida baseada na similaridade das sequéncias de DNA dos 11
isolados clinicos e a cepa padrao UA159 utilizando o sowftware MaFFT(v.7). A similaridade foi em
torno de 87%.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Acéo daterapia fotodindmica em culturas planctdonicas de S. mutans

Como ndo existem estudos prévios na literatura que testaram o
fotossensibilizador FTC nem o PDZ sobre S. mutans, previamente realizamos um
estudo para avaliar a toxicidade desses fotossensibilizadores no escuro. Para isso
testamos a associacdo a cepa padrao de S. mutans com diferentes concentracoes
dos fotossensibilizadores: 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35; 0,4; 0,45 e 0,5 mg/mL,.

Os resultados demonstram que a maioria das concentragdes utilizadas nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle.,
Apenas as concentracdes 0,3 e 0,4 mg/mL do FTC e a 0,3 mg/mL do PDZ

apresentaram diferenca significante (Figura 13 e 14).
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Figura 13- Dados de UFC/mL (Log) obtidos no teste para avaliacdo da toxicidade no

escuro do FTC em diferentes concentractes

. Teste de concentracao do FTC

10+
8- AB
A AC AC . AC D A A

0 L] 1 L] L] L] L] L] L] L] L]
F-L- 015 02 025 030 035 040 045 0,50 AMO,5

UFC/mL (Log)
i

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14- Dados de UFC/mL (Log) obtidos no teste para avaliacdo da toxicidade no

escuro do PDZ em diferentes concentracoes

Teste de concentracao do PDZ

81 A AC AC " ACc AC AC ABC AC
B

UFC/mL (Log)

0 1 ] 1 1 1 L) I I 1 I
F-L.- 015 0,20 0,25 030 035 040 045 0,50 AMO,S

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Diante desses resultados, a concentracéo de 0,3 mg/mL para o PDZ eo FTC
foram selecionadas para os estudos da TFD nas culturas plancténicas de S. mutans.
Nos ensaios de TFD sobre cepa ATCC de S. mutans (Figura 15), todos os
fotossensibilizadores tiveram efeito inibitorio apds a irradiacdo, com uma diminuicdo
de 2 e 4 log para os grupos AM+L+ e PDZ+L+, respectivamente. Além disso, foi
encontrada uma reducéo total na contagem de UFC/mL no grupo FTC+L+. Em
relacdo a andlise dos grupos com o fotossensibilizador no escuro, tivemos uma
pequena redugcdo no grupo PDZ+L- e uma reducdo de 1,5 log no grupo FTC+L-
gquando comparados ao grupo controle. Quando analisado a diferenca entre os
grupos irradiados e néo irradiados (AM+L- x AM+L+; FTC+L- x FTC+L+ e PDZ+L- x

PDZ+L+) valor de p foi inferior a 0.0001 para todos as comparacdes.

Figura 15- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas planctdnicas com cepa de
S. mutans ATCC

S. mutans em plancténico

UFC/mL (Log)

c
B % E

L] L] l% L]
F-L-  F-L+ AM+L- AM+L+ PDZ+L- PDZ+L+ FTC+L- FTC+L+

F

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo sé luz (F-L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); Grupo TFD com
Azul de Metileno (AM+L+); grupo PDZ (PDZ+L-); grupo TFD com PDZ (PDZ+L+); grupo FTC
(FTC+L-); grupo TFD com FTC (FTC+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como no teste anterior, o melhor fotossensibilizador entre as Clorinas foi o
FTC, prosseguimos para os testes da TFD sobre as cepas clinicas de S. mutans,
somente com os fotossensibilizadores FTC e 0 AM.

Os resultados da TFD sobre as culturas plancténicas das cepas clinicas de S.
mutans estdo apresentadas nas Figuras 16 a 26, nas quais pode-se observar que
0s grupos F-L+ e AM+L- ndo apresentaram diferenca quando comparados ao grupo
controle para nenhuma das cepas estudadas. O grupo FTC+L- apresentou uma
variagcdo na acéo da citotoxicidade no escuro entre as cepas. O grupo AM+L+
também apresentou reducédo significante em todas as cepas quando comparado ao
grupo controle, e ao serem comparadas ao grupo FTC+L- as cepas 8 e 10 desse
grupo nao apresentaram diferengas estatistica significante, ou seja o FTC no escuro
foi tAo toxico para essas cepas quanto a TFD associada com o AM. O grupo da TFD
com o FTC (FTC+L+) apresentou uma inibicdo total no crescimento de todas as

cepas assim como na ATCC.

Figura 16- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas planctonicas cepa clinica

1 de S. mutans

Plancténico S. mutans (cepa 1)

124
101
=
g A A A p < 0,0001
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24
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F-L-  F-L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo so luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

40



Figura 17- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas planctonicas cepa clinica

2 de S. mutans

. Plancténico S. mutans (cepa 2)

1 A A A p < 0,0001

UFC/mL (Log)

F-L- F-L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas plancténicas cepa clinica
3 de S. mutans

Plancténico S. mutans (cepa 3)

UFC/mL (Log)

F-L- F-L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 19- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas planctonicas cepa clinica

4 de S. mutans

. Plancténico S. mutans (cepa 4)
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Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 20- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas plancténicas cepa clinica

5 de S. mutans

Plancténico S. mutans (cepa 5)

o BN A A p < 0,0001
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Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo so luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 21- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas planctonicas cepa clinica

6 de S. mutans

Plancténico S. mutans (cepa 6)
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Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 22- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas plancténicas cepa clinica
7 de S. mutans

o Plancténico S. mutans (cepa 7)
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Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo so luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 23- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas planctonicas cepa clinica

8 de S. mutans

Plancténico S. mutans (cepa 8)
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Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas plancténicas cepa clinica

9 de S. mutans

Plancténico S. mutans (cepa 9)

8 A A A p < 0,0001

UFC/mL (Log)

F-L- F-L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo so luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 25- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas plancténicas cepa clinica

10 de S. mutans

. Plancténico S. mutans (cepa 10)
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Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 26- Dados de UFC/mL obtidos no teste em culturas plancténicas cepa clinica

11 de S. mutans

. Planctonico S. mutans (cepa 11)

84 A A A p< 0,0001
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F-L- F-L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); grupo com Azul de Metileno e irradiacdo (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.



Diante dos resultados da red¢ao de UFC/mL em culturas plancténicas e dos
dados da coleta das cepas clinicas (classificacdo das cavidades de carie), foram
selecionadas 4 cepas para o restudo da TFD em biofilmes: cepa 2 (isolada de leséo
de cérie de Classe 1), cepa 3 (isolada de lesdo de Classe lll), cepa 6 (isolada de

lesé@o de cérie de classe Il) e cepa 11 (isolada de lesdo de Classe V).

4.3 Acao da terapia fotodinamica em biofilme de S. mutans por meio da

contagem de células viaveis (UFC/mL)

Ao iniciar os testes para avaliacdo da agcédo da TFD em biofilme de S. mutans
sobre corpos-de-prova de dente bovino, inicialmente, foi realizado um teste com
cepa ATCC e os trés fotossensibilizadores.

Os resultados demonstraram que S. mutans foram capazes de formar
grandes quantidades de biofilme na superficie do esmalte dos dentes bovinos, com
formacéo de aproximadamente 10 log no grupo sem tratamento (F-L-). O tratamento
com Laser na auséncia do fotossensibilizador (F-L+) ndo reduziu o numero de
células de S. mutans, indicando que o uso isolado do Laser ndo teve acao
antimicrobiana (Figura 27).

Quando os biofilmes foram tratados apenas com os fotossensibilizadores na
auséncia de luz, verificou-se que para AM (AM+L-) ndo houve reducdo do nimero
de S. mutans em relacdo ao grupo controle (F-L-). Entretanto, o uso isolado dos
fotossensibilizadores derivados da Clorina (PDZ+L- e FTC+L-) reduziu o nimero de
células do biofilme em relacdo ao controle (F-L-), indicando que tanto o PDZ como o
FTC apresentam efeitos citotéxicos sobre S. mutans (Figura 27).

Em relacdo aos grupos tratados com terapia fotodindmica, os 3
fotossensibilizadores utilizados levaram a uma reducao significativa no nimero de S.
mutans, com diferenga estatistica significante entre os grupos AM+L- x AM+L+,
PDZ+L- x PDZ+L+ e FTC+L- x PDZ+L+, onde o valor de p foi sempre inferior a
0.0001 nessas comparac¢des. Quando comparados ao grupo controle (F-L-), o grupo
AM+L+ teve uma reducao de aproximadamente 4log, o grupo PDZ+L+ apresentou
uma reducéo de 6 log, enquanto o grupo FTC+L+ eliminou completamente o biofilme
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de S. mutans (Figura 27).

Para o estudo da TFD nas 4 cepas clinicas de S. mutans, foram utilizados
apenas os fotossensibilizadores AM e FTC. Os resultados demonstraram que todas
as cepas foram capazes de formar biofime em torno de 10 log de UFC/mL
entretanto a susceptibilidade a TFD variou bastante entre as cepas estudadas
(Figura 28 a 31).

Os grupos F-L+ e AM+L- da cepa 2 ndo apresentaram diferenca quando
comparados ao controle e nem entre si, e assim como na ATCC os grupos AM+L+ e
FTC+L- ndo apresentaram diferenca estatistica entre eles, ambos fizeram uma
inibicdo de aproximadamente 2 log. J4 o grupo FTC+L+ apresentou uma reducédo de
aproximadamente 5 log. As cepas 3 e 11 ndo apresentaram diferenga estatistica
somente no grupo F-L+ quando comparado ao grupo controle. O grupo AM+L-
apresentou uma reducado de 1 log em ambas as cepas. O grupo AM+L+ apresentou
uma inibicdo de 3 log para a cepa 3 e aproximadamente 4 log para cepa 11. Em
relacdo ao grupo FTC+L+, as reducdes foram de 6 e 7 log e no grupo FTC+L- as
reducdes foram de 2 e 3 log respectivamente. A cepa 6 foi a cepa que demonstrou o
maior efeito do FTC, tanto no escuro com uma inibicdo de 5 log, quanto na acdo da
TFD com uma reducao de 8 log, e o menor efeito do grupo AM+L+ com uma inibicédo
de aproximadamente 1,5 log. Os demais grupos dessa cepa nao apresentaram

diferenca em relagcéo ao controle.
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Figura 27- Dados de UFC/mL obtidos nos testes em biofilme com cepa ATCC de S.

mutans
S. mutans em Biofilme
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F-L- F-L+ AM+L- AM+L+ PDZ+L- PDZ+L+ FTC+L- FTC+L+
Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo sé luz (F-L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); Grupo TFD com

Azul de Metileno (AM+L+); grupo PDZ (PDZ+L-); grupo TFD com PDZ (PDZ+L+); grupo FTC

(FTC+L-); grupo TFD com FTC (FTC+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28: Dados de UFC/mL obtidos nos testes em biofilme com cepa clinica 2 de
S. mutans

Biofilme S. mutans (cepa 2)

12-
A A A

UFC/mL (Log)

p< 0,0001

F-L- FL+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 29- Dados de UFC/mL obtidos nos testes em biofilme com cepa clinica 3 de

S. mutans

Biofilme S. mutans (cepa 3)

UFC/mL (Log)

p< 0,0001

F-L- F-L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 30- Dados de UFC/mL obtidos nos testes em biofilme com cepa clinica 6 de

S. mutans

Biofilme S. mutans (cepa 6)

A A A

UFC/mL (Log)

p< 0,0001

F-L- F-L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 31- Dados de UFC/mL obtidos nos testes em biofilme com cepa clinica 11 de

S. mutans

Biofilme S. mutans (cepa 11)

UFC/mL (Log)

p< 0,0001

F-L- F-.L+ FTC+L- FTC+L+ AM+L- AM+L+

Legenda: Grupo controle (F-L-); grupo s6 luz (F-L+); grupo FTC (FTC+L-); grupo TFD com FTC
(FTC+L+); grupo Azul de Metileno (AM+L-); Grupo TFD com Azul de Metileno (AM+L+).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Analise Acao da terapia fotodinamica em biofilme de S. mutans por meio da

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na Microscopia Eletronica de Varredura, os grupos F-L-, F-L+ e AM+L-
apresentaram biofilmes formados por uma densa massa constituida de cocos e
matriz extracelular. Por outro lado, os grupos tratados com terapia fotodinamica
(AM+L+, PDZ+L+ e FTC+L+) demonstraram reducdo na massa de biofilme com
varias lacunas entre os aglomerados de células. Essa reducdo do biofilme
provocada pela PDT foi muito mais evidente nos grupos tratados com o0s
fotossensibilizadores derivados da Clorina, principalmente o grupo com FTC. Assim,
pode-se observar que as imagens obtidas na MEV coincidiram com os resultados
obtidos na contagem de células viaveis, confirmando que os fotossensibilizadores
derivados da clorina foram capazes de desestruturas os biofilmes e eliminar o

namero de céluas de S. mutans (Figura 32).
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Figura 32- MEV da superficie de esmalte com biofilme de S. mutans (ATCC).
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Legenda: Todas as imagens possuem aumento de 5.0 kx. A) grupo controle F-L-; B) grupo irradiacdo
F-L+; C) grupo Azul de Metileno AM+L-; D) grupo TFD com Azul de Metileno AM+L+; E) grupo
Photoditazine PDZ+L-; F) grupo TFD com Photoditazine PDZ+L+; G) grupo Fotoenticine FTC+L- e H)
grupo TFD com Fotoenticine FTC+L+.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5 Andlise da absorbancia dos fotossensibilizadores pelas células de S.

mutans

Os resultados dos testes de absorbancia dos fotossensibilizadores,
demonstraram que tanto as células de S. mutans da cepa ATCC, como da cepa
clinica, foram capazes de absorver os fotossensibilizadores estudados (AM e FTC)
(Figura 33).

O fotossensibilizador AM foi testado em duas concentracdes diferentes (1 e
10 mg/mL). Em ambas as cepas as densidades o6pticas (DO) obtidas foram
superiores ao grupo controle sem fotossensibilizador (tratado apenas com agua). As
DO obtidas foram de aproximadamente 0,5 e 1,0 respectivamente, para AM 1
mg/mL e AM 10 mg/mL, demonstrando que o0 aumento da concetracdo do AM levou
a uma maior obsrocédo do fotossensibilizador pelas células de S. mutans (Figura 33).

Interessantemente, o fotossensibilizador FTC demonstrou uma DO igual a
3,0, indicando que a capacidade do FTC em penetrar nas céulas de S. mutans foi 3
vezes maior que o Azul de Metileno (Figura 33). Esses dados podem explicar a
maior eficacia antimicrobiana obtida pela TFD com FTC em relacdo ao AM, tanto

nos estudos planctdénicos como em biofilmes de S. mutans.
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Figura 33- Valores da Densidade Optica nos testes de absorbancia dos

fotossensibilizadores pelas células de S. mutans (cepa ATCC e Cepa 6)
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos varios métodos para prevencdo e tratamento da cérie
dentaria tém sido investigados. Estudos avaliando o efeito da aplicacdo da TFD na
odontologia vem crescendo rapidamente, com base nos beneficios dessa terapia ja
comprovadas em estudos anteriores. Acredita-se que a TFD possa vir a ser proposta
como primeira escolha de tratamento e prevencdo da carie dentaria, entretanto, para
isso, ainda se faz necessario a realizacdo de estudos com novos
fotossensibilizadores disponiveis no mercado sobre bactérias cariogénicas. Assim, 0
objetivo desse trabalho foi estudar e comparar os efeitos da terapia fotodinamica
mediada por duas classes da Clorina, Photoditazine® e Fotoenticine®, sobre
diferentes cepas de S. mutans.

Os resultados da acdo da TFD sobre culturas planctbnicas alcancados
nesse trabalho foram muito satisfatérios. Com a cepa ATCC de S. mutans, o grupo
controle teve um crescimento de 6 log de UFC/mL. ApGs a aplicacdo da TFD houve
uma reducéo de aproximadamente 2 log para o grupo AM+L+, de 4 log para o0 grupo
PDZ+L+ e reducéo total para o grupo FTC+L+.

Na literatura ndo existem trabalhos que tenham avaliado o efeito das
Clorinas PDZ e FTC sobre culturas planctdnicas de S. mutans, entretanto, é possivel
encontrar trabalhos que utilizaram Rhadachlorin®, uma classe de Clorina
proveniente da RuUssia, para avaliagdo da inibicdo desse micro-organismo em
culturas plancténicas. Hakimiha et al. (2014) analisaram o efeito da TFD com o Azul
de toluidina e Rhadachlorin® sobre culturas planctdnicas da cepa ATCC 25175 de S.
mutans e observaram uma reducdo de aproximadamente 1,5 log em ambos o0s
fotossensibilizadores, por outro lado, Vahabi et al. (2011) ao estudarem os efeitos
de Rhadachlorin® sobre S. mutans ndo encontraram diferencgas estatisticas entre os
grupos TFD e o controle. Os resultados de ambos os trabalhos citados com
Rhadachlorin® ficaram muito aquém dos alcancados com os fotossensibilizadores
derivados da Clorina do presente trabalho, mas se aproximam do que encontramos
com o AM.

Paschoal et al. (2013) também estudaram a acdo da TFD em culturas

planctbnicas em cepa ATCC 25175 de S. mutans, sO que com a associagdo de
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curcumina 400 um com a densidade de energia de 48 J/cm?, e obtiveram uma
reducdo de aproximadamente 4 log no grupo com TFD. Embora, esse estudo tenha
utilizado uma densidade de energia maior que a do presente trabalho, o resultado
ficou muito similar ao do grupo PDZ+L+ do nosso trabalho. Isso mostra que apesar
dos fotossensibilizadores serem de origens diferentes, eles podem ter acdes
semelhantes em determinados micro-organismos. Leite et al. (2016) também
alcancaram uma inibicdo completa da cepa ATCC de S. mutans em crescimento
planctonico, quando aplicada a luz em alta intensidade 96 J/cm? associada com o
fotossensibilizador Rosa Bengala.

A literatura esta amplamente embasada com a acdo da TFD com diversos
fotossensibilizadores sobre cepas ATCC de S. mutans, mas Sao poucos que
apresentam uma inibicdo completa do micro-organismo. Existe uma grande
importancia para a realizacdo de trabalhos com cepas ATCC, pois esses estudos
podem ser reproduzidos e usados como parametro em qualquer lugar do mundo.
Entretanto, estudos com cepas clinicas sdo de extrema importancia, jA que essas
cepas podem apresentar mais resisténcia aos tratamentos devido as suas mutacoes
para sobrevivéncia no meio.

Costa et al. (2010) estudaram a acdo da TFD sobre cepa clinica de S.
mutans com os fotossensibilizadores Rosa Bengala e Eritrosina, verificando-se que
0S grupos so luz ou sé fotossensibilizador ndo apresentaram diferenca estatistica
guando comparados ao grupo controle, mas os grupos da TFD com Rosa Bengala e
Eritrosina apresentaram reducdo de 6,5 e 5 log respectivamente. Apesar de uma
reducdo muito significante do grupo Rosa Bengala quando comparado com o estudo
de Leite et al. (2016) ja citado percebemos a diferenca de inibicdo de uma cepa
ATCC para uma cepa clinica.

Tonon et al. (2015) demonstraram que a cepa ATCC de S. mutans foi muito
mais susceptivel a TFD com curcumina do que as cepas clinicas desse micro-
organismo tratadas na mesma condicdo. No presente estudo os resultados dos
testes com as 11 cepas clinicas coletadas, foram muito semelhantes ao que foi
apresentado no teste com a cepa ATCC, onde o grupo FTC+L+ apresentou uma
inibicAo completa na contagem de UFC/mL, e houve também uma inibicdo
significativa que variou de 1,5 a 2 log para os grupos AM+L+ em todas as 11 cepas

clinicas.
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Os resultados da acédo da TFD encontrados no presente estudo com cepas
clinicas se apresentaram mais significativos do que os testes feitos com diferentes
fotossensibilizadores em cepas ATCC de S. mutans, em culturas planctonicas
presentes na literatura. Diante desse fato e tendo em vista que a patogenicidade e
resisténcia a tratamentos de S. mutans esta intimamente associada a sua
capacidade de formar biofilmes em superficies sélidas da cavidade bucal, torna-se
importante a realizacdo de estudos com TFD para inibigdo do biofilme de S. mutans
em materiais ou tecidos semelhantes aos encontrados no meio bucal.

Devido ao avanco dos programas de odontologia preventiva, nos ultimos
anos a extracao dentaria vem reduzindo drasticamente e com isso a dificuldade para
se conseguir dentes extraidos de humanos vem aumentando (Campos et al., 2008;
Guerra, 2008), o que dificulta estudos com dentes humanos. Entretanto estudos,
como o de Nogueira et al. (2014), mostram que dentes bovinos sdo excelentes
substitutos dos dentes humanos. O Brasil possui 0 maior rebanho de bovinos das
Américas, por grande parte desse rebanho ser direcionado para a producdo de
carne, ocorre uma alta disponibilidade de dentes bovinos que podem ser utilizados
para a pesquisa (Santana et al., 2011). Falla-Sotelo et al. (2005) avaliaram os
principais elementos do esmalte de dentes humanos, bovinos e suinos, observando
gue a quantidade de cristais de hidroxiapatita nos trés € muito semelhante, sem
diferenca estatistica. Campos et al. (2008) concluiram que incisivos mandibulares
permanentes de bovinos sdo excelentes substitutos para os dentes humanos na
pesquisa. Diante desse embasamento literario, no presente trabalho foi realizado a
formacdo do biofilme de S. mutans em corpos-de-prova confeccionados a partir de
incisivos mandibulares permanentes de dentes bovinos.

Existem diversos estudos mostrando o efeito da TDF em biofilme de cepa
ATCC de S. mutans, porém sao poucos 0s que utilizaram superficie de tecidos
dentérios para a formacdo do mesmo. Quishida et al. (2015a) avaliaram a acdo da
TDF com diferentes concentracbes de PDZ (100, 150, 175 e 200 mg/mL) em
biofilmes multiespécie (C. albicans C. glabreta e S. mutans) em fundo de placas,
observando uma reducéo significativa de 2 e 3 log aproximadamente na viabilidade
das colbnias nas trés espécies quando associados com a concentracdo de 175 e
200 mg/mL de PDZ respectivamente. Porém quando esse mesmo grupo de

pesquisa passou essa formacao de biofilme multiespécie para corpos-de-prova com
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resina acrilica ndo foi constatado diferenca estatistica significante em nenhum grupo
de tratamento quando comparado ao grupo controle (Quishida et al., 2015b). Esses
estudos demonstraram que a superficie onde o biofilme é formado influencia na sua
susceptibilidade ao tratamento. O fotossensibilizador PDZ utilizado nesses estudos
também foi utilizado no nosso trabalho, apresentando maior efeito do que nos
trabalhos de Quishida et al. (2015a e 2015b). Essa diferenca de resultado pode ser
devida as diferencas de protocolos dos estudos como por exemplo a diferenca de
concentracéo utilizada em cada estudo, o biofilme ser multiespécie e ndo apenas de
S. mutans ou até mesmo a diferenca de corpo-de-prova.

Nemezio et al. (2017) avaliaram a viabilidade de S. mutans UA 159 em um
modelo de biofilme sobre corpos-de-prova de acrilico apds o tratamento com TFD
com o AM, como controle foi utilizado tratamento com Clorexidina. A TFD reduziu,
1,5 log, porém nédo tanto quanto o tratamento com a clorexidina que levou a
eliminacao total do micro-organismo. No nosso trabalho, o grupo da TFD com AM
apresentou uma inibicdo bem mais significativa do que a encontrada por Nemezio et
al. (2017). A reducéo foi aproximadamente 4 log e assim como a clorexidina, o grupo
TFD com FTC do presente trabalho, também, apresentou inibicdo completa na
contagem de células viaveis. Sabemos que a Clorexidina tem um amplo poder de
acao tanto em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas quanto em fungos, porém
apresentam diveresos efeitos colaterais. Diante do nossos resultados percebemos
que o FTC pode ser uma 6tima acdo para a inibicdo de S. mutans sem efeitos
colaterais.

Zoccolillo et al. (2016) estudaram a inibicdo do biofilme de S. mutans (ATCC
10449) cultivados em diferentes corpos-de-prova de vidro, titdnio e acrilico, apés
tratamento com TFD associado com o fotossensibilizador Purpurina. Os resultados
deste trabalho demonstraram que no grupo com corpos-de-prova em acrilico todas
as intensidades de luz (15, 30, e 45 J) causaram uma inibicdo maior que 3 log, ja as
de vidro, so as irradiacdes de 30 e 45J apresentaram reducédo maior que 3 log. Em
tithnio essas mesma densidades de energia fizeram uma inibigdo um pouco maior
gue 2 log. No presente trabalho foi utilizado a densidade de energia de 15J, e apesar
dela ser menor do que as que alcancaram efeito no trabalho citado, alcancou
resultados antibacterianos superiores, em todos o0s testes com o0s trés

fotossensibilizadores testados.
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Teixeira et al. (2012) avaliaram o efeito da TFD em biofilme de cepa ATCC
UA159 de S. mutans em discos de hidroxiapatita com associacdo ao Azul de
Toluidina. ApGs o tratamento, ndo observaram diferenca entre os grupos so luz e s6
fotossensibilizador quando comparados ao grupo controle, mas o grupo TFD
apresentou uma reducdo pela metade (5 log) nas células viaveis. Esse estudo foi
muito semelhante ao nosso, porém os resultados ficaram aquém do alcancado no
presente trabalho, onde o grupo da TFD com AM reduziu um pouco menos que a
metade (4 log), o PZD reduziu um pouco mais que a metade (6 log) e o FTC que
inibiu 100% das células viaveis na contagem de UFC/mL.

Freitas-Pontes et al. (2012) avaliaram o efeito da TFD com AM contra
biofilme, S. mutans (ATCC 25175), formados sobre a superficie de resina acrilica,
verificando que o grupo sé AM apresentou reducao um pouco maior que 1 log e no
grupo tratamento ndo houve diferenca estatistica quando comparado ao grupo s6
AM. Segundo Nemezio et al. (2017) e Quishida et al. (2016), para um
fotossensibilizador ser considerado ideal, ele ndo deve apresentar toxicidade no
escuro para tecidos e células humanas, mas diante da necessidade de erradicar
micro-organismos patolégicos bucais com o minimo de aparato possivel, a toxidade
Nno escuro para as bactérias no ponto de vista odontolégico vem a ser interessante.
Apesar de pouco encontrada nos estudos, Tonon et al. (2015) observaram uma leve
reducdo de micro-organismos no grupo que sé continha curcumina sem a irradiacao.
No presente trabalho, os fotossensibilizadores derivados da Clorina também
apresentaram citotoxicidade no escuro para S. mutans em todos os testes, ja o
grupo AM+L- ndo apresentou citotoxicidade na maioria dos grupos, entretanto no
teste em formacado de biofilme as cepas clinicas 3 e 11 apresentaram uma pequena
inibicdo de crescimento na contagem de UFC/mL.

Ao realizar o teste da TFD sobre biofilme de cepas clinicas de S. mutans,
conseguimos observar a diferenca de comportamento entre cepas clinicas e ATCC
diante do tratamento, e até mesmo a diferenca entre as cepas clinicas. Pontos
interessantes foram encontrados, como uma pequena citotoxicidade no escuro do
AM que foi encontrado na cepa 3 e 11. A resisténcia da cepa 6 ao tratamento com o
AM e sua vulnerabilidade em resposta tanto do TFC no escuro quanto no tratamento
sdo pontos muito interessantes também. Mesmo diante das especificidade de cada

cepa, conseguimos observar reducdo muito mais significativa no grupo TFD com
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FTC do que os alcancados com diferentes fotossensibilizadores com cepas ATCC
gue a literatura mostra. Isso demonstra que o FTC vem a ser um fotossensibilizador
promissor para inibicdo do crescimento de S. mutans no escuro e principalmente
com a acéo da luz.

Nas imagens de MEV conseguimos observar nos grupos F-L-, F-L+ e AM+L
agregados celulares grandes e densos de S. mutans com poucas lacunas entre as
massas recobrindo todo o corpo-de-prova. Nos grupos AM+L+, PDZ+L- e FTC+L- é
possivel visualizar rupturas nesses agregados celulares e maiores lacunas entre as
massas. JA nos grupos PDZ+L+ e FTC+L+ a inibicdo do crescimento desses
agregados celulares é de facil visualizacdo, no grupo FTC+L+ a inibicdo foi tao
eficaz que é possivel visualizar as ranhuras presente no esmalte dentario bovino.
Resultados semelhantes pode ser observados nos trabalho de Misba et al. (2016) e
Pereira et al. (2011) que observaram nas imagens de MEV uma reducdo da massa
do biofilme apds irradiacdo com diferentes fotossensibilizadores.

Os resultados obtidos na MEV confirmaram os achados da contagem de
UFC/mL indicando que a TFD com fotossensibilizadores derivados da Clorina es
(PDZ e FTC) é capaz de inibir as células de S. mutans e reduzir os biofilmes

formados sobre a superficie do esmalte
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que:

-Em todas as amostras coletadas de lesbes de caries ativas foi
possivel isolas cepas de S. mutans;

-Tanto a cepa padrdo de S. mutans com as cepas clinicas foram
sensiveis a TFD aplicada em culturas planctbnicas e em biofilmes formados na
superficie do esmalte de dentes bovinos;

-A TFD com os trés fotossensibilizadores testados (AM, PDZ e FTC) foi
capaz de reduzir o nimero de células vidveis de S. mutans e desestruturar a
arquitetura dos biofilmes;

-A TFD com fotossensibilizadores derivados da Clorina foi mais eficaz
sobre S. mutans do que a TFD com Azul de Metileno;

-Entre os fotossensibilizadores de Clorina, o FTC foi mais eficaz do que
o PDZ, conseguindo atingir completa eliminacdo das células de S. mutans;

- O FTC apresentou maior capacidade de penetracdo nas células de S.

mutans do que o AM.

Portanto, os fotossensibilizadores derivados da Clorina es (PDZ e FTC)
apresentam potencial para serem utilizados na TFD para prevencéo e tratamento da

carie dentaria.
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