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Lessa JB. Terapia fotodinamica antimicrobiana com utilizagdo da Clorina e6 em
biofimes monoespécie de Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis
[Trabalho de Conclusédo de Curso — Graduacdo em Odontologia]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

A Raspagem e Alisamento Radicular (RAR) é considerada a terapia nao-cirargica de
escolha para tratamento da doenca periodontal. No entanto, esta terapia pode
apresentar limitagcdes e insucessos quando utilizada isoladamente em determinados
casos clinicos. Assim, terapias alternativas tém sido investigadas para suprir
deficiéncias da RAR que podem estar relacionadas ao limitado acesso a superficie
radicular, a presenca persistente de periodontopatdégenos nas bolsas mais profundas
e a habilidade de algumas bactérias em invadir tecidos adjacentes. Dentre estas
terapias, destaca-se a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT). O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da aPDT com utilizagéo da clorina-e6 (Ce6) em diferentes
concentracdes e comprimentos de onda em biofilme monoespécie de Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gingivalis. Foi realizada a padronizacdo da formacéo do
biofilme seguindo parametros de densidade 6ptica e contagem de colb6nias conforme
curva de crescimento estabelecida previamente. Os biofilmes monoespécie de F.
nucleatum e de P. gingivalis foram formados em condi¢gGes de atmosfera e meio de
crescimento adequadas por 5 dias. Posteriormente, estes biofilmes foram tratados
com diferentes protocolos, incluindo controle positivo (clorexidina — CHX 0,2%) e
negativo (dgua destilada + DMSO 1%), grupos tratados apenas com
fotossensibilizador (FS), grupos tratados apenas com luz e grupos tratados com aPDT
(FS + luz). Foram testadas duas concentracdes da Ce6 (100 e 200 pM), dois
comprimentos de onda (emitidos em azul e vermelho) e uma intensidade de luz (30
Jicm?). A andlise quantitativa foi realizada por contagem de colbnias e transformadas
em UFC/mL. A distribuicdo dos dados foi verificada por meio de teste de Shapiro Wilk,
com posterior analise de variancia (ANOVA) de um fator com correcdo de Welch e
pés teste de Games-Howell, considerando um nivel de significancia de 5%. A aPDT
com irradiacdo da Ce6 nos dois espectros de luz promoveu a eliminacao total de P.
gingivalis em ambas as concentracbes de FS testadas. Por outro lado, a irradiacao
com luz vermelha foi mais eficaz na eliminacéo de F. nucleatum, provocando reducao
microbiana de 3,44 e 3,46 logl0 para a menor e maior concentracdo de Ce6,
respectivamente, quando comparadas ao controle negativo. Tendo em vista o
significativo efeito antimicrobiano sobre biofilme de bactérias periodontopatogénicas
como a P. gingivalis e F. nucleatum, a aPDT com utilizagcdo da Ce6 pode ser
considerada uma alternativa promissora de terapia coadjuvante a RAR no tratamento
da doenca periodontal.

Palavras — chave: Fotoquimioterapia. Biofilmes. Periodontite. Microbiologia.



LESSA JB. Antimicrobial Photodynamic Therapy with the Use of Chlorine €6 in
Monospecies Biofilms of Fusobacterium nucleatum and Porphyromonas gingivalis
[Trabalho de Conclusédo de Curso — Graduagdo em Odontologia]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

Root scaling and planing (RAR) is considered the non-surgical therapy of choice for
the treatment of periodontal disease. However, this therapy may present limitations
and failures when used alone in certain clinical cases. Thus, alternative therapies have
been investigated to overcome RAR deficiencies that may be related to limited access
to the root surface, the persistent presence of periodontopathogens in deeper pockets
and the ability of some bacteria to invade adjacent tissues. Among these therapies,
antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) stands out. The aim of this study was to
evaluate the effect of aPDT with the use of chlorin-e6 (Ce6) at different concentrations
and wavelengths on a single species biofilm of Fusobacterium nucleatum and
Porphyromonas gingivalis. The standardization of biofilm formation was carried out
following parameters of optical density and colony count according to the previously
established growth curve. The monospecies biofilms of F. nucleatum and P. gingivalis
were formed under appropriate conditions of atmosphere and growth medium for 5
days. Subsequently, these biofilms were treated with different protocols, including
positive control (chlorhexidine - CHX 0.2%) and negative control (distilled water +
DMSO 1%), groups treated only with photosensitizer (PS), groups treated only with
light and groups treated with aPDT (FS + light). Two concentrations of Ce6 (100 and
200 pM), two wavelengths (emitted in blue and red) and one light intensity (30 J/cm2)
were tested. Quantitative analysis was performed by counting colonies and
transforming them into CFU/mL. Data distribution was verified using the Shapiro Wilk
test, with subsequent one-way analysis of variance (ANOVA) with Welch correction
and post Games-Howell test, considering a significance level of 5%. aPDT with Ce6
irradiation in both light spectra promoted the total elimination of P. gingivalis in both
PS concentrations tested. On the other hand, irradiation with red light was more
effective in eliminating F. nucleatum, causing a microbial reduction of 3.44 and 3.46
log10 for the lowest and highest concentration of Ce6, respectively, when compared
to the negative control. In view of the significant antimicrobial effect on the biofilm of
periodontopathogenic bacteria such as P. gingivalis and F. nucleatum, aPDT using
Ce6 can be considered a promising alternative for adjuvant therapy to RAR in the
treatment of periodontal disease.

Keywords: Photochemotherapy. Biofilms. Periodontitis. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal apresenta-se predominantemente associada a interagao
de bactérias com diferentes viruléncias, que apresentam fatores modificadores da
resposta imunoimflamatéria do hospedeiro, especialmente quando estes
microorganismos estéo organizados em forma de biofilme maduro e localizados no
sulco gengival'?. A Raspagem e o Alisamento Radicular (RAR) é considerada a
terapia padrdo ouro para o controle da microbiota patogénica presente em condicdo
de doenca instalada, porém, quando abordada isoladamente em determinados
quadros clinicos, esta terapia pode demonstrar-se insuficiente para o
restabelecimento da homeostasia tecidual. Desta forma, terapias alternativas tém sido
sugeridas em virtude do limitado acesso a superficie radicular durante RAR3#, da
presenca de periodontopatégenos residuais em bolsas periodontais tratadas e da
capacidade de algumas bactérias em invadir tecidos adjacentes®.Quando
consideramos o tratamento de doenca periodontal instalada, de carater croénico ou
agressivo, o uso de antibiéticos locais ou sistémicos € apresentado como alternativa
e 0 seu uso como coadjuvante pode induzir efeitos sistémicos indesejaveis como a
formacdo de espécies bacterianas resistentes a terapia medicamentosa®. Assim,
infeccbes antes triviais podem se tornar intrataveis por antibidticos convencionais.

Neste contexto, a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT — Photodynamic
Antimicrobial Therapy) tem se destacado como um procedimento capaz de induzir a
morte rapida e localizada de microrganismos indesejaveis, evitando a manutencao de
altas concentracdes de farmacos (antibiéticos e antissépticos) por longo periodo e
eliminando o risco a resisténcia bacteriana’. Diversos estudos comprovam a eficacia
da aPDT, tanto in vitro como in vivo, em animais e humanos, no tratamento da doenca
periodontal®13, Sua indicacéo na terapia de manutencéo tem como vantagem o menor
desgaste da superficie radicular, que seria um aspecto negativo da utilizacdo da
técnica convencional (RAR). Neste caso a aPDT seria utilizada isoladamente,
reduzindo a incidéncia de hipersensibilidade causada pela remocao de cemento nas
multiplas sessdes de RAR?S,

A aPDT consiste na excitacdo da molécula (em seu estado fundamental) do
fotossensibilizador (FS) por uma luz no espectro visivel (laser de diodo

semicondutores de baixa poténcia), com a energia absorvida, esta molécula pode



sofrer transicdo ao estado singleto ou tripleto excitado, que podera desencadear trés
reacOes. Na reacao de tipo I, ocorre a transferéncia de elétron entre o FS e oxigénio
molecular, permitindo o seu retorno ao estado fundamental e a formacéo de espécies
reativas de oxigénio. Na reacdo tipo Il, o FS transfere sua energia de excitacdo para
0 oxigénio molecular no estado fundamental, resultando na producédo do oxigénio
singleto, um poderoso agente oxidante altamente téxico para as célulast®. Acredita-
se que os processos do Tipo Il preservem melhor a estrutura molecular do FS em um
estado fotoativavel e, em algumas circunstancias, uma unica molécula de PS pode
gerar 10.000 moléculas de oxigénio singleto. A aPDT néo induz a inviabilidade celular
de areas distantes a area tratada, pois seus produtos citotoxicos (ex. oxigénio singleto
e hidroxilas) ndo migram mais que 0,02 mm apés sua formagéo?®.

Diversos fotossensibilizadores estdo descritos na literatura, sendo as
fenotiazinas azul de metileno e azul de toluidina, os mais referidos!¢°. Como alguns
estudos ndo tém demonstrado vantagens clinicas do uso da aPDT com estes FS no
tratamento periodontal?®?!, novos FS estdo surgindo com o intuito de superar as
deficiéncias destes citados anteriormente.

Inicialmente utilizada em terapias oncolégicas, a clorina-e6 (Ce6) surgiu em
meados dos anos 90 como um FS de segunda geracao bastante promissor??. A clorina
e seus derivados estdo sendo utilizados em diversos tratamentos com utilizacao de
luz, como canceres?3?4, leucoplasias?®, infeccdes endodbnticas?®. Este FS também
demonstrou atividade antimicrobiana, in vitro, quando utilizado sobre bactérias
presentes na doencga periodontal na forma planctonica, apresentando reducdo das
unidades formadoras de col6nia (UFC)?7-2°.

Fotossensibilizadores a base de clorina apresentam dois picos de absorcéao de
luz, na luz vermelha (=660 nm) e azul (~412 nm)3° .Tradicionalmente, a luz vermelha
e preferida por se acreditar em sua maior capacidade de penetracdo nos tecidos.
Porém, comprimentos de onda em torno de 412 nm apresentaram 30-33% maior
coeficiente de absorgcéo de energia e efeito bactericida que comprimentos de onda
equivalentes a luz visivel vermelha332, 0 que pode tornar promissor o seu uso na
terapia antimicrobiana. Em um estudo de optimizacdo de solventes utilizados na
diluicdo de FS, foi possivel observar maior espectro de absor¢cdo quando a Ce6 foi
diluida em solventes polares e excitada sobre comprimentos de onda de luz azul®,

De maneira geral, poucos estudos avaliaram o efeito antimicrobiano da aPDT

com utilizacdo da clorina como fotossensibilizador contra microorganismos



10

associados a doenca periodontal?’-2%3435 Nosso grupo de pesquisa desenvolveu
recentemente um estudo que avaliou quantitativamente o efeito antimicrobiano da
Ce6 na aPDT frente a biofilmes monoespécie de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e os resultados foram bastante promissores. Além disto, até
0 presente momento, nao existem relatos na literatura do emprego da aPDT com uso
da Ce6 como terapia coadjuvante no tratamento da doenga periodontal. Assim, o
presente projeto investigara o efeito da terapia fotodinamica com utilizacdo da Ce6 em

biofilme monoespécie de outros dois patdégenos periodontais.
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2 PROPOSICAO

Determinar o efeito da terapia fotodinamica antimicrobiana com utilizacdo da
Ceb6 em diferentes concentracdes e comprimentos de onda (ativacdo por luz azul e
luz vermelha) em biofilme simples de Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas

gingivalis.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A terapia fotodindmica antimicrobiana, habitualmente conhecida pela sigla
aPDT, do inglés "Antimicrobial Photodynamic Therapy”, vem sendo uma modalidade
de tratamento altamente estudada nas Ultimas décadas, principalmente nas areas de
Medicina e Odontologia. Tal proposta terapéutica faz o uso da luz, em seu espectro
visivel, e em associacdo a um fotossensibilizador (FS) de escolha. Originalmente, o
tratamento foi proposto para detectar e tratar diferentes neoplasias malignas, tumores
e doencas dermatoldgicas, na area de Medicina, e durante os Ultimos anos vemos
cada vez mais o surgimento de estudos propondo sua utilizacdo na Odontologia,
principalmente nas areas de Periodontia e Endodontia. O principal objetivo da aPDT,
é inativar ou reduzir a agdo de microrganismos, células e moléculas, onde o FS
(sensivel a luz) é excitado em presenca da luz visivel, sendo assim capaz de formar
radicais livres de oxigénio singelo, atuando entdo como agentes toxicos aos
microrganismos presentes na regidos°.

Sabe-se que na Periodontia, os procedimentos de raspagem e alisamento
radicular (RAR) objetivam controlar a infeccdo e a inflamacdo nos tecidos
periodontais, e reduzir ou eliminar o biofilme bacteriano. Porém, o tratamento
mecanico de RAR, considerado o padréo ouro, apresenta certas limitacdes e taxas de
insucessos, devido a variaveis ao longo do tratamento. Desta maneira, a aPDT surge
como um tratamento  coadjuvante e auxiliador contra  bactérias
periodontopatogénicas®’.

O mecanismo de ag¢do da aPDT ocorre devido a associacdo de elementos
como o FS de escolha, a fonte de luz e o oxigénio molecular. De acordo com Agostinis
et al.®8, o FS é composto por uma substancia fotossensivel que é capaz de absorver
luz com comprimentos de onda apropriado, assim ocorrendo a transformacéo da luz
em energia excitatoria do oxigénio molecular. De maneira resumida, o FS é submetido
a luz e passa do estado de baixa energia para um elevado grau de excitagcdo. Nesse
momento podem ocorrer duas reacgfes: passar para um nivel anterior e liberar
fluorescéncia ao meio ou passar para o nivel de maior energia ou excitacao tripleto,
altamente energizado, que possui mais tempo de vida e produz especies altamente
reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto que € capaz de promover a degradacgéo
de moléculas bioldgicas. De tal forma, a fonte de luz precisa ser absorvida e, assim,

penetrar nos tecidos em tratamento com o comprimento de onda adequado para que
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ocorra a excitacdo do FS que estimula o oxigénio molecular a se transformar em
espécies reativas com potencial efeito citotdxico. Para que ocorra a adequada
absorcéo e distribuicdo do FS as células alvo, deve-se adequar os periodos de pré-
irradiacéo, de acordo com o proprio FS escolhido e a fonte de luz utilizada.

Entre véarias opgoes de fonte de luz, destaca-se o uso de lampada convencional
branca, fotopolimerizadores, lasers, lampada de xen6nio com filtro vermelho e o LED
(diodo emissor de luz), cada uma apresentando vantagens e desvantagens de uso®.
Segundo Matevski et al.?%, deve-se atentar aos fatores relacionados a sua escolha,
como o comprimento de onda apresentado, a poténcia, densidade, quantas
aplicacBes séo necessérias e qual a energia liberada nas areas de tratamento e ainda,
ao FS escolhido, em qual concentracéo ele sera aplicado e qual o seu periodo de pré-
irradiacdo para alcancar a eficiéncia desejada.

Para cumprir os objetivos da aPDT, absorver energia luminosa e assim reduzir
a quantidade de microrganismos, os FS devem apresentar caracteristicas como baixa
toxicidade aos tecidos, rapida eliminacéo, pico de absorcéo referente a galena de
absorcdo dos tecidos a serem irradiados, elevada solubilidade em agua, manter-se
estavel quando armazenado e ter alto rendimento na producéo de oxigénio singleto©.
Wainwright* cita diferentes FS que tém sido utilizados, como os Fenotiaziniocos (620-
660 nm), Fenazina (500-550 nm), Acridina (400-500 nm), Cianinas (500-600 nm),
Portifirinas (600-650 nm), entre outros tipos. Para uso na aPDT, destacam-se o azul
de metileno com faixa de absorcdo entre 610-660 nm, e o azul de toluidina com
absorcao entre 530-630nm, mostrando-se bastantes eficientes para a inativacao de
bactérias periodontopatogénicas, gram-positivas e gram-negativas, sendo assim, 0s
principais FS para a associacdo no tratamento periodontal*l. Ainda assim, outros FS
vém sendo pesquisados e utilizados, como a clorina-e6, utilizada no presente trabalho.

Na presente Revisao de Literatura, foram selecionados 10 artigos publicados
nos ultimos 5 anos (2017-2022) que avaliaram o efeito da PDT, em ensaios clinicos
randomizados, como um tratamento coadjuvante a RAR no tratamento ndo cirdrgico
da periodontite.

Em 2017, Segarra-Vidal et al.#? avaliaram em 60 pacientes os efeitos da aPDT
em associacdo a RAR no tratamento néo cirargico da periodontite crénica. Desses
pacientes, 20 eram saudaveis e consituiram o grupo controle, e 40 apresentavam
periodontite crbnica moderada a severa. Os pacientes com periodontite foram

divididos em dois grupos, no primeiro grupo foi realizado apenas a RAR e no segundo
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foi feita associacdo da RAR e aPDT. Parametros clinicos periodontais, microbiol6gicos
e bioquimicos foram analisados e registrados. Como resultado, observou-se melhoras
significativas nos parametros clinicos, porém sem diferencas significativas entre os
grupos. Ainda assim, no grupo teste foi observada uma reducéo significativa de A.
actinomycetemcomitans. Desta forma, os autores concluiram que a associacdo da
aPDT ndo resultou em beneficios adicionais no tratamento da periodontite quando
comparada ao tratamento apenas com RAR.

Também em 2017, Ricci Donato et al.** compararam os efeitos de dois
fotossensibilizadores, o Photogem e a Curcumina Natural, na inativacéo
microbiologica quando irradiados com o laser de diodo em 630 nm e 450 nm. Nesse
estudo, técnicas alternativas para a inativacdo de microrganismos patogénicos na
mucosa oral e tecidos periodontais foram avaliados, como uma alternativa aos
enxaguatorios bucais que apresentam uma série de desvantagens. Assim, 50
pacientes foram separados em cinco grupos, e para cada fotossensibilizador houve o
controle negativo, controle de luz e duas concentracfes do FS, sendo uma de 25 mg/L
e outra de 100 mg/L. Em cada paciente foi feito um bochecho com as solucdes dos
fotossensibilizadores e a irradiacao de luz. Foi realizada a coleta de saliva antes, logo
apos, e 24 horas ap06s o bochecho e a irradiacédo de luz, podendo assim, comparar a
diferenca entre a formacdo de unidades formadoras de colonia, em cada paciente.
Como resultado, observou-se que, independente do FS utilizado, houve reducao
significativa apds o tratamento realizado. Porém, apos 24h, houve uma reducéo
microbiana mais signifivativa nos grupos em que a curcumina natural foi utilizada. Os
pesquisadores puderam concluir que a curcumina natural € um FS mais viavel, por
apresentar maior eficiéncia apds maior periodo de tempo do que o Photogem. Mas
independente do FS utilizado, ainda notaram que a aPDT, mostra-se como uma
técnica promissora para reducdo bacteriana.

No estudo de Sethi e Raut*4, em 2019, foram verificadas melhoras significativas
apos trés meses da utilizagdo da aPDT com a indocianina verde como FS e o laser
de diodo com 810 nm de comprimento de onda como fonte de luz. Os parametros
clinicos foram avaliados antes e apds 3 meses do tratamento em 30 pacientes que
apresentavam periodontite crénica, com profundidade de sondagem e nivel de
insercéo clinica maiores que 5 mm e 4 mm, respectivamente. Tais pacientes foram
divididos em dois grupos, o grupo controle, onde foi realizado o tratamento de

raspagem convencional, e o grupo teste, onde associou-se a aPDT com a RAR. Os
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parametros clinicos observados ao final dos 3 meses foram: indice de placa e
sangramento a sondagem, recessao gengival, profundidade de sondagem e nivel de
insercao clinica. Vale ressaltar que nesse estudo nenhum dos pacientes selecionados
fizeram uso de terapia antibidtica ou terapia convencional durante o ano anterior a
pesquisa. Como resultados encontrados apos os 3 meses de tratamento, observou-
se uma reducdo significativa de todos os paradmetros clinicos do grupo teste em
comparacao ao grupo controle. Foi concluido, entdo, que a indocianina verde pode
ser utilizada como alternativa a outros fotossensibilizadores, combinada ao laser de
diodo, como terapia auxiliar no tratamento da periodontite cronica.

Ainda em 2019, Al-Khureif et al.*> avaliaram a eficacia da aPDT em pacientes
com periodontite severa, estagios Ill ou IV e grau C, observando tanto os resultados
clinicos quanto os imunologicos. Nesse ensaio clinico, 17 pacientes, com idade
inferior a 35 anos, foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: no grupo | foi
realizada a aplicac@o de quatro sessdes de aPDT (imediatamente apds, 3, 7 e 14 dias
apos RAR) com utilizacao do laser de diodo de 670 nm de comprimento de onda e o
cloreto de fenotiazina como FS, e no grupo Il foi feita administracao sistémica de
Metronidazol 500 mg e Amoxicilina 500mg, 3 vezes ao dia durante 7 dias
consecutivos, em associacdo também a RAR. Os resultados, ap6s 3 meses de
avaliacdo, mostraram que ambas as terapias levaram a uma melhora significativa em
parametros como sangramento a sondagem, profundidade de sondagem e perda de
insercao clinica. Em conclusédo, ficou claro que a terapia fotodindmica apresentou
eficacia frente a bolsas periodontais profundas e severas. No entanto, quando houve
a combinacdo de terapia antimicrobiana e RAR foi possivel observar diminuicdo dos
niveis pré inflamatérios no que se refere a periodontite grau C e estagio Ill ou IV.
Dessa maneira, nota-se que ambas as terapias podem exercer um grande papel no
auxilio da terapia convencional.

Niazi et al.*® (2019) investigaram diferentes modalidades de terapias para o
tratamento adjuvante das doencas periodontais necrosantes (PUN) em pacientes HIV
positivos. Visto que estes pacientes apresentam uma resposta imunoldgica deficiente,
a terapia convencional de RAR, nem sempre leva a remocdo completa dos agentes
bacterianos. Dessa forma, 24 pacientes soropositivos e 30 soronegativos foram
divididos em 4 grupos, de acordo com o protocolo a ser seguido, sendo eles RAR
aplicada isoladamente, RAR associada a aPDT tanto no grupo de soropositivos

guanto no grupo de soronegativos. Os pacientes foram avaliados apos 3 e 6 meses
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de tratamento. Como resultados, uma melhora significativa no indice de placa,
sangramento a sondagem, e profundidade de sondagem, e um ganho de insercéo
clinica foi observado em todos os grupos. Dessa maneira, concluiu-se que a aPDT,
usada de forma coadjuvante ao tratamento de RAR, foi eficaz e mostrou melhorias
nos parametros clinicos de pacientes HIV positivos. A diferenca n&o foi grande quando
se comparado ao grupo de HIV negativos, mas tal terapia auxiliar demonstra um
mecanismo a mais no controle dos pacientes inumocomprometidos.

Borecki et al.#” (2019) demonstraram beneficios da aPDT como terapia auxiliar
a RAR no tratamento ndo cirargico da periodontite agressiva generalizada que causa
uma rapida perda de insercdo devido a grande quantidade de bactéria
periodontopatogénicas encontradas, como a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythia e Treponema denticola. Neste estudo, 24 pacientes sem nenhuma alteracéo
sistémica, ndo fumantes e que apresentam a periodontite agressiva generalizada,
foram divididos aleatoriamente em dois grupos, um onde apenas a RAR foi realizada
e outro, onde houve a associacdo da RAR com a aPDT. Os parametros clinicos indice
de placa, sangramento a sondagem, nivel de insercdo, mobilidade dentéria,
profundidade de sondagem e recessdo gengival foram observados inicialmente e
apos 63 dias do protocolo de tratamento. Como resultados, foi observada uma maior
reducao nos parametros clinicos e nos parametros microbiolégicos no grupo teste em
comparacao com o grupo controle. No entanto, as diferencas observadas entre os
grupos nao foi estatisticamente significante. Considerando os parametros analisados
no estudo, os autores concluiram que o uso da aPDT associado a RAR nao resultou
em beneficios significativos para o tratamento da periodontite agressiva generalizada.

AlAhmari et al.*® (2019) investigaram, em 83 pacientes do sexo masculino,
sendo 42 fumantes e 41 ndo fumantes, a eficacia da aPDT em associagdo a RAR.
Tanto os individuos fumantes quanto os ndo fumantes foram divididos em dois grupos,
um em que apenas a RAR foi realizada e outro em que a RAR foi associada a aPDT.
Os parametros clinicos foram avaliados no inicio, apés 1 e 3 meses do tratamento.
Foi observado que os parametros clinicos apresentavam-se maiores nos grupos de
pacientes fumantes do que nos ndo fumantes. Além disso, nos grupos de nao
fumantes os resultados foram comparaveis apds os 3 meses de acompanhamento.
Conclui-se, entédo, que a aPDT nao tem grande relevancia em pacientes fumantes,

podendo ter seus resultados comprometidos pelo fumo, mas também n&o apresentou
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grandes diferencas entre os grupos de nao fumantes. Dessa forma, sua importancia
no tratamento periodontal ainda se mostra questionavel.

No estudo de Katsikanis et al.*® (2020), vinte e um pacientes acometidos por
doenca periodontal moderada a severa, com pelo menos trés sitios com profundidade
de sondagem acima de 5mm, foram incluidos. O objetivo foi avaliar a eficacia do uso
auxiliar da aPDT, utilizando o azul de metileno como FS e o laser de baixa poténcia
(670 nm) como fonte de luz, e também a eficacia de um laser de diodo (940 nm) de
alta intensidade em comparacdo com o tratamento mecéanico convencional de RAR.
Foi utilizado o modelo de boca dividida, onde a RAR foi feita em todos os quadrantes,
e cada quadrante recebeu aleatoriamente um dos seguintes tratamentos: RAR (grupo
controle), RAR e laser de diodo e RAR com aPDT. Os resultados foram avaliados
apos 3 e 6 meses do tratamento. Todos 0s grupos de tratamento promoveram
melhorias clinicas estatisticamente significantes em comparacdo com os valores
inicias pré-tratamento apds a avaliagdo de 3 e 6 meses. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa nos parametros de profundidade de sondagem e sangramento
a sondagem entre os grupos. Sendo assim, pode-se observar que nem o laser de
diodo e nem a aPDT mostraram beneficios adicionais ao tratamento mecénico
convencional. Assim, concluiu-se também que mais estudos sobre a aPDT sao
necessarios para comprovar sua necessidade na pratica clinica.

Muzaheed et al.>° (2020) avaliaram o efeito de sessdes Unicas ou multiplas da
aPDT como terapia auxiliar a RAR para a eliminacdo de bactérias
periodontopatogénicas em pacientes com periodontite moderada, grau B. O objetivo
do estudo foi determinar se sessdes multiplas de aPDT resultam em maior eficacia na
reducdo da inflamag&o do que uma sessdo Unica apos a RAR. Dessa maneira, 45
pacientes foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos: grupo | foi submetido a RAR
+ aPDT, grupo Il, RAR + aPDT inicial e apos 1 més, e grupo lll, RAR + aPDT inicial,
e apos 1 e 3 meses. Os parametros clinicos indice de placa, profundidade de
sondagem, sangramento a sondagem e perda 0ssea e de insercdo foram avaliados
inicialmente e ap6s 6 meses. Também foi realizada andlise microbiolégica nos
mesmos periodos de avaliacdo. Como resultados microbiolégicos, verificou-se que 0
primeiro grupo apresentava maiores indices de contagem de bactérias que aqueles
gue foram submetidos a mais de uma sesséo de aPDT. Clinicamente, foi verificado
que no grupo | ndo houve diferenca significativa entre os parametros clinicos avaliados

inicialmente e apds 6 meses de tratamento. Por outro lado, melhoras significativas nos
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parametros clinicos foram verificadas nos grupos Il e lll. Assim, conclui-se que a
aplicacdo de pelo menos duas sessdes de aPDT apdés a terapia convencional resulta
em maior reducdo dos niveis de inflamacdo e do numero de bactérias, além de
maiores beneficios clinicos do que apenas um Unica sessao.

Claudio et al.>! (2021) selecionaram 34 pacientes entre 30 a 70 anos de idade
que apresentavam o diagnéstico de diabetes tipo 2 descompensado e periodontite
estagios Il e IV, grau C. Estes pacientes foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: grupo controle (RAR) e o grupo teste (RAR + aPDT). Na aPDT a aplicacdo do
azul de metileno e do laser de diodo de 660 nm foi realizada imediatamente, 48 e 98
horas ap6s a RAR. Uma reducao significativa no sangramento a sondagem e no
namero de bolsas com profundidade de sondagem maior ou igual a 5mm foi
observado apds 90 e 180 dias do tratamento no grupo teste em comparacdo com o
grupo controle. Assim, foi possivel concluir, que o protocolo da terapia fotodinamica
com aplicacbes multiplas ap6s a realizagdo do tratamento mecanico convencional
resultou em beneficios clinicos para o0s pacientes portadores de diabetes
descompensada e doenca periodontal severa.

Os artigos incluidos nesta Revisdo de Literatura mostram que diferentes
abordagens e protocolos de terapia fotodinamica tém sido utilizados como terapia
coadjuvante para o tratamento da periodontite. Foram identificadas abordagens em
pacientes sistemicamente comprometidos, como em pacientes portadores de
diabetes descompensada®! ou HIV positivos*®, em pacientes fumantes*® e também no
tratamento da periodontite anteriormente classificada como agressiva*’. A associagcéo
das terapias se mostrou altamente eficiente em alguns estudos*346:50.51; porém, em
outros ndo foram detectadas diferencas significativas que justifiqguem seu uso#247-49,
Assim, a aPDT pode ser considerada uma terapia bastante promissora em
determinados casos, mas que ainda necessita de mais estudos para definicdo e

padronizacdo de protocolos eficazes.
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4 MATERIAL E METODO

O presente estudo procurou observar o impacto da terapia fotodinamica
antimicrobiana aplicada em conjunto com o fotossensibilizador de escolha, a clorina-
e6, em biofilmes monoespécie de Fusobacteruim nucleatum e Porphyronomas
gingivalis. Toda a metodologia e materiais utilizados serdo descritos nesta sessao.

4.1 Microrganismos

Foram utilizadas cepas monoespécie de referéncia de Fusobacterium
nucleatum (ATCC® 25586 TM) e Porphyronomas gingivalis (ATCC® 33277TM).

As cepas bacterianas foram cultivadas em agar brucela (Agar Brucella,
Neogen, Idaiatuba, SP, Brasil; placa de Petri 90x10cm, Kasvi, Sdo José do Pinhais,
PR, Brasil) suplementado com sangue de carneiro desfibrinado a 5% (Microlab,
Campinas, SP, Brasil), extrato de levedura (6 g/L), hemina (10 mg/mL) e menadiona
(5 mg /mL), a 37 °C em condi¢des atmosféricas adequadas para formacéo de biofilme
periodontopatogénico com cepas bacterianas anaerdbias, e mantidas em camara de
anaerobiose (VA 500, Don Whitley Scientific, Inglaterra) com mistura de gases 85%
N2, 10% H2 e 5% CO2 (White Martins, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Apés 48 h, as
colénias bacterianas foram transferidas para 10 mL de meio liquido (BHI - Difco
Laboratories Inc, MI, EUA) suplementado com extrato de levedura (6 g/L), hemina (10
mg/mL) e menadiona (5 mg/mL), e incubadas nas condi¢cdes descritas anteriormente
por 24 h.

4.2 Processamento da saliva humana

Antes da coleta da saliva humana, o protocolo de pesquisa foi submetido a
avaliacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP. Apos aprovacao (CAAE 23396619.5.0000.5416), a saliva foi
obtida, sem estimulo, de homens jovens saudaveis, sem céarie ativa ou doencga
periodontal, sem aparelho ortodéntico, sem doenca sistémica, em jejum e sem
escovacdo dentaria nas 12h que antecederam a coleta, e sem relato de uso de
antibioticos por pelo menos seis meses antes da coleta. A saliva foi processada

seguindo protocolo descrito por Tavares et al.>?.
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4.3 Formacao do biofilme

Foi determinada a curva de crescimento (fase exponencial) por meio da
densidade 6ptica (Eppendorf BioPhotometer® D30, Hamburg, Alemanha) e UFC/mL>2,
200 pL de cada suspensdo bacteriana correspondendo a 1x107 UFC/mL foi
adicionado a cada po¢co em placas de microtitulagdo de 96 pocos estéreis (Fisher
Scientific, NY, USA). As placas de cultura celular contendo o microrganismo em meio
de crescimento foram incubadas em atmosfera apropriada a 37°C durante 5 dias,
garantindo condic@es favoraveis ao crescimento do microrganismo. O meio foi trocado
apos 24, 48, 72 e 96 h por aspiracdo do meio consumido e a adicdo de meio fresco
(200 yL)%3. Esses experimentos foram conduzidos em 3 repeticdes independentes.
Para o biofilme monoespécie de P. gingivalis, 50 pyL de saliva foram previamente
adicionados aos pocos e a placa foi mantida em agitador orbital (Incubadora 430 RD,
Nova Etica, Brasil), 75 rpm a37°C por 4h2,

4.4 Tratamento dos biofilmes e analise quantitativa

Apos a formacéao dos biofilmes monoespécie, cada poco foi lavado duas vezes
com PBS estéril e o biofilme tratado de acordo com os grupos estabelecidos (Quadro
1).

Quadro 1 - Grupos e protocolos de tratamento

GRUPOS CLORINA 6 (uM) LUZ (Jlcm?2)
1 Controle Negative (OMS0 1%) 0 0
2 Controle Positivo (CHX 0,2%) 0 0
3 Clorina-1 100 0
4 Clorina-2 200 0
5 Led Azul — 450 nm (a) 0 a0
B aPDTa-1 100 an
7 aPDTa-2 200 an
8 Led Vermelha — 660 nm (v) 0 30
q aPDTw-1 100 30
10 arDTw-2 200 40

Fonte: Elaboragéo prépria.
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No grupo controle positivo, foi utilizada clorexidina (CHX) na concentragéo de
0,2% durante 5 min. No caso dos grupos tratados com clorina, 200 yL das diferentes
concentracfes do fotossensibilizador foram adicionados aos pocos e as placas foram
incubadas no escuro por 5 min (tempo pré-irradiacdo). Uma solucdo stock de Ce6
(C34H36N40Os; Peso molecular: 596,67) foi diluida em Dimetilsulféxido absoluto (DMSO,
Sigma Aldrich) na concentragéo de 20 mM. Solugdes de trabalho foram obtidas a partir
da diluicdo da solucdo stock em agua destilada, nas concentracdes de 200 pM (1%
DMSO). Foi utilizado um tempo de irradiacdo de 22 min e 40 s para a luz azul (22
mW/cm?), e 26 min e 20 s para a luz vermelha (19 mW/cm?), ambos correspondentes
a 30 J/cm . Os biofilmes serao irradiados uniformemente com sistema de iluminacao
a LED (BioTable, Laboratério de Apoio Tecnolégico, IFSC-USP, Sdo Carlos, SP,
Brasil) em comprimento de onda de 450 nm ou 660 nm. O controle negativo recebeu

apenas uma solucao de 4gua com 1% DMSO.

4.5 Andlise de Unidades Formadoras de Colénias (UFC)

Na avaliacdo quantitativa de células bacterianas viaveis de biofilmes simples, o
método utilizado para contagem foi o das diluicbes seriadas, onde a partir da
suspensao final de cada poco, suspensdo considerada inicial (100) para o
procedimento de contagem, foram feitas 5 diluicdes, 10, 102, 103, 104, 10° para
cada grupo. De cada diluicdo foi pipetada 25 yL em cada quadrante sobre meio de
cultura apropriado (adgar sangue) contido em placas de Petri. As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas em atmosfera de anaerobiose, para ocorrer a
multiplicacdo bacteriana a ponto de surgirem colonias visiveis a olho nu, sendo que
cada colbnia visivel corresponde a uma UFC. Segundo esta técnica de contagem
deve- se escolher as placas que apresentam de 30 a 300 UFC para célculo do nimero
de UFC/mL. Este numero é multiplicado pelo fator da diluicdo para se obter o valor de
UFC/mL presentes na solucao inicial a partir da qual foram feitas as demais diluices

em série. Em seguida, os valores obtidos foram convertidos para log de base 10.

4.6 Analise dos resultados

Os dados numéricos da analise microbiolégica foram agrupados em tabelas e
submetidos a analise estatistica, de forma a permitir a comparacgéo entre os diferentes
grupos experimentais. A distribuicdo dos dados foi checada por meio de teste de

Shapiro Wilk, com posterior analise de variancia (ANOVA) de um fator com correcao
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de Welch e pos teste de Games-Howell, considerando um nivel de significancia de
5%.
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5 RESULTADO

A aPDT com irradiacdo da Ce6 nos dois espectros de luz promoveu a
eliminacao total de P. gingivalis em ambas as concentracfes de fotossensibilizador
testadas (Figura 1), sem diferenca estatistica entre as duas concentracdes de Ce6
testadas.

Por outro lado, a irradiagdo com luz vermelha foi mais eficaz na eliminacao de
F. nucleatum, provocando reducdo microbiana de 3,44 e 3,46 log10 para a menor e
maior concentracdo de Ce6, respectivamente (Figura 2). Apenas a irradiacdo com luz
azul da Ce6 na concentracao de 200 uM promoveu reducdo bacteriana significativa

(1,96 log10) em relacdo ao controle negativo (Figura 2).

Figura 1 - Valores de UFC/mL convertidos em log de base 10, primeira, segunda e terceira
repeticdo (n=9) para Porphyromonas gingivalis
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Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 2 - Valores de UFC/mL convertidos em log de base 10, primeira, segunda e terceira
repeticdo (n=9) para Fusobacterium nucleatum
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo da terapia fotodinamica na Odontologia, mais especificamente na
Periodontia, estd diretamente associada ao controle microbiano, sendo uma
ferramenta eficaz no tratamento por agir diretamente no sitio-alvo, evitando assim o
uso de altas concentracdes de farmacos (antibidticos e antissépticos) e reduzindo a
possibilidade de uma resisténcia bacteriana.

E importante salientar que a aPDT ndo € um tratamento substituto da
Raspagem e Alisamento Radicular (RAR) ou de qualquer outro tratamento
odontoldgico convencional, mas sim, um tratamento complementar e coadjuvante
para doencas relacionadas a microrganismos patogénicos e resistentes. Em uma
revisdo sistematica com metandlise®>, foi concluido que a aPDT sozinha néo
proporciona eficacia superior no tratamento da doenca periodontal quando comparada
a RAR e gue o seu uso como terapia coadjuvante a RAR proporcionou beneficios em
curto prazo. No entanto, as evidéncias sobre os beneficios da aPDT como terapia
coadjuvante no tratamento ndo-cirdrgico da periodontite ainda sao limitadas e
heterogéneas®®.

A aPDT tem sido indicada como terapia coadjuvante no tratamento da
periodontite, retratamento de bolsas residuais, descontaminacdo para terapia
cirirgica, terapia de manutencao, dentre outros. No entanto, ainda ndo existe na
literatura um protocolo padronizado sobre como realizar a aPDT no tratamento da
doenca periodontal. Observa-se a presenca de muitas variaveis, como tipo e
concentracdo do fotossensibilizador, luz, tempo de pré-irradiacdo, comprimento de
onda, fluéncia e densidade de energia do laser®®.

Diversos fotossensibilizadores tém sido empregados na aPDT para tratamento
da doenca periodontal, sendo o azul de metileno e azul de toluidina os mais
utilizados®16-1°, Até o presente momento, poucos estudos avaliaram o efeito
antimicrobiano da aPDT com utilizagdo da Ce6 contra microrganismos associados a
doenca periodontal?”2°3435 e ndo foram encontrados estudos estudos in vivo que
avaliaram o efeito da aPDT mediada pela Ce6 no tratamento da doenga periodontal.
Assim, este estudo foi realizado para investigar o efeito da aPDT com utilizacdo da
Ce6 em diferentes concentracdes e comprimentos de onda em biofilmes monoespécie

de microrganismos relacionado a doencga periodontal, o P. gingivalis e F. nucleatum.
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Em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa (Relatério Final PIBIC Edital
2019/2020), foi verificado que a aPDT com utilizacdo da Ce6 nas concentragdes de
100 e 200 pM foi capaz de reduzir significativamente a contagem de A.
actinomycetemcomitans, sendo este efeito mais expressivo para a luz azul (3,89 e
4,01 log10 respectivamente para menor e maior concentragédo do fotossensibilizador)
do que para a luz vermelha (0,99 e 1,03 log10, respectivamente para menor e maior
concentracdo do fotossensibilizador).

No presente estudo, os resultados obtidos para o biofilme monoespécie de P.
gingivalis foram superiores aos obtidos anteriormente para o biofiime de A.
actinomycetemcomitans. A aPDT com utilizac&do da clorina-e6 resultou na eliminacao
total dos microrganismos em ambas as concentracdes testadas tanto para a irradiacéo
com a luz vermelha como para a luz azul. A expressiva eliminagdo da P. gingivalis
pode estar relacionada a limitagdo na formacdo do biofilme monoespécie desta
bactéria periodontopatogénica ou pode também estar associada ao seu corante
fotossensibilizador intrinseco. A P. gingivalis é um colonizador tardio que requer a
presenca prévia de receptores fornecidos pelos colonizadores de estagio
intermediario para estabelecer uma forte adeséo ao biofilme em desenvolvimento®”.
Os substratos de poliestireno sao diferentes da superficie do dente em que ocorre o
desenvolvimento de biofilmes periodontais. Além disso, um potencial efeito
fotodinamico de um pigmento intracelular de P. gingivalis foi recentemente descoberto
qguando irradiado a 460 nm. Pesquisadores afirmaram que a irradiagdo com luz azul
em P. gingivalis é potencialmente bactericida?’.

Para o biofilme simples de F. nucleatum, a irradiacéo da Ce6 com luz vermelha
foi mais eficaz para a eliminacdo bacteriana. Uma reducao bacteriana de 3,44 e 3,46
log10 foi observada para a menor e maior concentragdo de Ce6, respectivamente,
qguando a luz vermelha foi utilizada. A irradiacdo com luz azul promoveu uma reducao
bacteriana significativa (1,96 log10) apenas com utilizacdo da Ce6 na concentracao
de 200 uM.

A significativa atividade bactericida contra patdgenos periodontais isolados (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, E. corrodens, F. nucleatum, A. odontolyticus,
P. micra, A. rimae e S. exigua) e biofilmes subgengivais in situ obtida por Ali e
colaboradores®® enfatizam a eficacia do uso de Ce6 como fotossensibilizador para
aPDT usando vis+wIRA como fonte de luz contra um amplo espectro de bactérias

periodontais. Uma reducdo maior que 3 Logl0 (>99,9% de morte) na cultura
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bacteriana foi demonstrada para todas as espécies testadas como culturas
planctbnicas Unicas. Além disso, um biofilme subgengival agrupado in situ coletado
de pacientes com periodontite foi eliminado quando a aPDT usando vis+wIRA foi
combinada com Ce6. Este resultado foi determinado pela medi¢do da UFC, revelando
uma reducdo na carga bacteriana superior a 99,9%, e a quantificacdo de bactérias
vitais dentro do biofilme subgengival usando coloragéo viva/morta em combinagéo
com microscopia confocal de varredura a laser. Por outro lado, Tavares et al.>®
obtiveram menor reducdo bacteriana para biofilmes de F. nucleatum (1,12 log10) e
P.gingivalis (2,66 logl0) com utilizacdo de um fotossensibilizador do tipo colina
disponivel comercialmente (Photodithazine® - PDZ) irradiado por luz vermelha (660
nm). Essa diferenca pode ser explicada pela composicdo do PDZ que nao é
claramente divulgada.

Apesar do modelo de biofilme in vitro apresentar suas limitagdes, os resultados
obtidos no presente estudo sdo relevantes para apoiar novos experimentos e para
seguir para aplicacao clinica da Ce6 como fotossensibilizador na terapia fotodinamica

como terapia coadjuvante para a terapia periodotal.
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7 CONCLUSAO

Tendo em vista o significativo efeito antimicrobiano sobre biofilme de bactérias
periodontopatogénicas como a P. gingivalis e F. nucleatum, a aPDT com utilizagdo da
clorina-e6 pode ser considerada uma alternativa promissora de terapia coadjuvante a

RAR no tratamento da doenca periodontal.
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