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EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA NA DOENCA CARIE.
ESTUDO IN VIVO

Alessandra Baptista

RESUMO

A redugao de microorganismos patogénicos da superficie dental € um
dos principais fatores envolvidos na prevencao e controle das lesbes de carie. A
terapia fotodindmica € uma forma de fototerapia baseada na utilizacdo de
substancias com propriedades fotossensibilizadoras nos tecidos bioldgicos,
ativadas pela presenca da luz. Células consideradas alvo da terapia fotodinadmica
sdo coradas com o fotossensibilizador e irradiadas com luz, produzindo espécies
reativas de oxigénio que resultam em morte celular. Esta terapia tem mostrado
efetividade em microrganismos patogénicos. Os objetivos deste trabalho foram
desenvolver lesbes de carie dentaria em modelo animal e avaliar a redugao
microbiana de microaerdfilos totais, através da terapia fotodindmica com
finalidade antimicrobiana, associando como fotossensibilizador o azul de metileno,
na concentracao de 100uM e o LED (light-emitting diode- diodo emissor de luz) de
emissdo vermelha (A= 640 * 30nm), com 240mW de poténcia e fluéncia de
86J/cm?, por 3 min. Os resultados obtidos sugerem que foi possivel a indugao de
lesdes de carie in vivo, e que a terapia fotodinamic
a com finalidade antimicrobiana foi efetiva na reducao de microaerdfilos totais,
nos parametros testados. Além disso, o numero de microrganismos apds a terapia
fotodindamica permaneceu significantemente abaixo do controle por 10 dias apds o

tratamento.



EFFECT OF THE THERAPY PHOTODYNAMIC IN THE DISEASE
CARIE. ESTUDY IN VIVO

Alessandra Baptista

ABSTRACT

The reduction of pathogenic microorganisms in supragingival
plaque is one of the principal factors in the prevention and control of caries.
Photodynamic therapy (PDT) is a phototherapy based on the utilization of
substances that can photosensitize biological tissues and are capable of being
activated in the presence of light. The cells that are considered therapeutical
targets are stained with the photosensitizing agent and irradiated with light,
producing cytotoxic reactive oxygen species responsible for cellular death. In
addition, this technique also shows effective destruction of pathogenic
microorganisms. The purpose of this study was to develop a model of induced-
dental caries in vivo, and evaluate the effectiveness of photodynamic therapy in
total microorganisms using methylene blue, at a concentration of 100uM, as the
photosensitizing agent and an LED (light emitting diode) device as the light source
with an emission band centered at (A= 640 + 30nm) and fluence of 86 J/cm?,
output power of 240mW, and exposure time of 3 min. Our results suggest that it
was possible to induce dental caries in vivo, and photodynamic therapy was
effective on the tested parameters. Besides, the number of microorganisms

following PDT remained lower than control group until 10 days post-treatment.
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1. INTRODUGAO

Na Odontologia, as infecgdes bucais caracterizam-se, em sua
maioria, por lesdes localizadas provocadas por microrganismos conhecidos e por
serem lesdes relativamente superficiais’. A microbiota bucal dos humanos é
altamente complexa e diversa, sendo caracterizada pela presenca de cerca de
400 espécies bacterianas identificadas além de protozoarios, fungos,
micoplasmas e virus®.

As lesbGes de carie mantiveram-se com uma baixa incidéncia até o
século XIX, mas devido a revolugao industrial, comecaram a ser desenvolvidos
produtos industrializados utilizando acucar refinado, o que provocou grande
aumento na prevaléncia de lesbes cariosas, tornando-se em meados do século
XX, na Europa, a situacdo mais severa ja observada da doenga em populagdes
humanas®.

A carie dentaria pode ser definida como uma doenga infecto-
contagiosa, que determina, inicialmente, uma dissolucdo localizada dos
componentes inorganicos dos dentes, devido aos acidos organicos provenientes
do metabolismo bacteriano dos carboidratos fermentaveis da dieta. Com a
progressao do processo, ocorre a dissolugdo dos minerais da dentina e
desnaturagdo do colageno®.

Varias pesquisas encontraram uma forte associagcao entre a carie do
esmalte e os niveis de Streptococcus mutans no biofilme®®*¢. O desenvolvimento
de lesbes em todas as superficies aparenta envolver diferentes ondas de
sucessao bacteriana, refletindo mudangas nos determinantes ecoldgicos chaves,
no decorrer do tempo. Streptococcus mutans € o microrganismo mais implicado
no inicio de carie, enquanto os Lactobacillus aparentam estar relacionados a
progressao de lesdes no esmalte®®67, Atualmente, no estudo da carie dental, é
importante distinguir o conceito de doenca, do conceito de lesdo. Para que o
individuo seja portador da doenga carie, basta ter sido infectado por
microrganismos cariogénicos, destacando—se Streptococcus mutans, mesmo sem
a prevaléncia de lesbes cariosas. A progressao da carie, ou o processo de

reversdao da mesma, € determinada pelo balanco entre os fatores de protecao e
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os fatores patologicos. Dessa forma, um individuo podera ter a doenga cérie e
nao desenvolver lesdes cariosas, mas nunca podera desenvolver lesdes cariosas
sem a doenca carie>.

A remocao mecanica da placa por procedimentos eficientes de higiene
bucal pode prevenir quase que completamente o aparecimento das lesbes de
carie. Tais medidas sao particularmente efetivas quando combinadas com uma
redugao na quantidade e frequéncia da ingestao de ag:t]carg. No entanto, é dificil
alterar habitos alimentares ja estabelecidos e manter um alto grau de motivacao
para uma higiene oral efetiva. Portanto, estratégias para o controle ou prevengcao
de cérie dental sdo baseadas em reduzir os niveis de biofilme em geral, ou
bactérias cariogénicas especificas em particular, por exemplo, por meio de
agentes antimicrobianos, e potencializar a remineralizagdo e fortalecer a
resisténcia do esmalte ao ataque acido, através da utilizacdo de fltior®’.

A tecnologia laser apresenta-se, atualmente, como uma alternativa
eficaz para as agbes de prevengédo, diagndstico precoce e tratamento da doenga
carie.

A acdo antimicrobiana dos lasers de baixa poténcia associado a
fotossensibilizadores, s6 comecou a ser efetivamente estudada na década de 90,
quando a terapia fotodindmica inicialmente idealizada para o tratamento de
cancer foi trazida a odontologia. Enquanto que no tratamento do cancer o alvo da
terapia fotodindmica é promover a morte seletiva das células tumorais, no caso da
odontologia, surge uma nova perspectiva para a utilizagdo da terapia
fotodindmica, tendo como alvo as células bacterianas envolvidas no
desenvolvimento das lesbes de carie, doengas periodontais e contaminacdes
endoddnticas®. A terapia fotodinamica com finalidade antimicrobiana encontra-se
bem estabelecida na literatura, tanto sua agao sobre diferentes bactérias, como
sua agao antifungica, principalmente em casos de infecgdes localizadas, de pouca
profundidade e de microflora conhecida, como as de ocorréncia mais frequentes

na cavidade oral®'%"8

Nesse contexto, a utilizacdo de lasers associados a
fotossensibilizadores sdo capazes de matar microrganismos patogénicos,
surgindo como uma terapia auxiliar ao tratamento odontolégico preventivo e

restaurador.
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A terapia fotodinAmica é uma forma de fototerapia, que consiste no
conceito de abordagem minimamente invasiva, baseada na utilizacido de
substancias com propriedades fotossensibilizadoras nos tecidos bioldgicos,
ativadas pela presenga da luz. Células consideradas alvo da terapia serao
coradas com o fotossensibilizador e irradiadas. A molécula do fotossensibilizador
passara para um estado excitado, e voltando ao estado estavel, ira transferir esta
energia para o sistema, propiciando um efeito fotoquimico que normalmente leva
a morte célular por dano oxidativo'®'%%,

Diversos fotossensibilizadores com finalidade antimicrobiana séao
estudados e testados. Os mais comuns sdo os da familia das fenotiazinas, como
o azul de metileno e o azul de toluidina®®. As caracteristicas ideais de um
fotossensibilizador promissor para terapia fotodinAmica seriam a estabilidade
biolégica, eficiéncia fotoquimica, seletividade pela célula alvo e minimo efeito
toéxico as células normais. Para a identificagdo de um composto como agente
fotoativo, uma sequéncia de processos deve ser estudada. Os paradmetros fisico-
quimicos do composto devem ser avaliados. Entre as caracteristicas importantes
do fotossensibilizador estao a banda e intensidade de absorcdo, bem como sua
eficiéncia na produgao de espécies reativas de oxigénio, e o tempo de vida no
estado tripleto.

O desenvolvimento de uma terapia eficiente para a obtencéo de efeito
bactericida sobre bactérias presentes em biofilmes orais e sobre a carie dental,
utilizando LED (light-emitting diode- diodo emissor de luz) como fonte luminosa, é
interessante, principalmente no que se diz respeito ao custo reduzido, quando
comparada a obtencao de efeito antimicrobiano utilizando /asers de alta poténcia,
0 que permite uma maior popularizacdo da técnica. O LED também produz
irradiacdo num comprimento de onda especifico, porém com uma faixa mais
ampla no espectro eletromagnético®?’2°.

A terapia fotodindmica com finalidade antimicrobiana vem se tornando
uma ferramenta importante, conseguindo maior qualidade nas agdes curativas e
preventivas desenvolvidas na Saude Bucal da crianca e do adulto. Pode oferecer
algumas vantagens em relacdo a agentes antimicrobianos tradicionais.
Primeiramente, a morte bacteriana é rapida, diminuindo a necessidade de

manutencdo de altas concentragdes de substancias quimicas por longos
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periodos, como no caso do uso de agentes antimicrobianos. Em segundo lugar, é
seletiva, ou seja, nem o fotossensibilizador nem a luz empregados isoladamente
possuem acao bactericida, portanto a agado antimicrobiana fica restrita a regiao
corada e irradiada simultaneamente. Finalmente, a resisténcia bacteriana também
€ improvavel, porque a morte bacteriana ndo esta ligada a mediacédo de radicais

quimicos10,11,15,16,18,23,30

. Outro aspecto importante € o carater atraumatico da
terapia fotodindmica, que teria grande aplicabilidade a pacientes especiais e
pediatricos.

Por estas razdes, a terapia fotodindmica pode ser uma alternativa
interessante na reducdo microbiana e, consequentemente, importante na
prevencdo e tratamento das lesbes cariosas. Sendo assim, quaisquer
contribuicdes tedrico-praticas nesta linha de pesquisa sao importantes, ndo so
para aumentar o acervo de conhecimentos cientificos, mas também para fornecer
respaldo cientifico a democratizacdo do acesso aos usudrios da terapia com
laser.

Neste trabalho, foi utilizado um protocolo de indugdo de carie em
animais para ser possivel analisar mais objetivamente os efeitos da terapia
fotodindmica antimicrobiana sobre microrganismos cariogénicos, associando
como fotossensibilizador o azul de metileno e fonte luminosa um LED de emissao

vermelha.
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2. OBJETIVOS

> Desenvolver um modelo de carie in vivo utilizando dieta cariogénica e
inoculacao de Streptococcus mutans;

> Investigar se o fotossensibilizador azul de metileno, associado ao LED de
emissdo vermelha (A= 640 £ 30nm) possui agao fotodindmica em microrganismos,

in vivo, através de analise microbiolégica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Carie Dental

A carie dental é uma das doencas mais antigas e de maior prevaléncia
nos seres humanos. Existem relatos da ocorréncia de lesbées cariosas ha mais de
um milhdo de anos3, entretanto, foi no final do século XIX, que se iniciaram os
primeiros estudos considerados classicos e fundamentais para o entendimento da
doenga na atualidade®'****. Assim, o mistério da perda dos dentes comecou a ser
explicado, e o tratamento de uma possibilidade de manté-los na boca comecou a

ser investigado®.

W. D. Miller®®, em 1890, estabeleceu a fundamentacdo do nosso
entendimento atual sobre a complexidade da microbiota da cavidade bucal, em
seu trabalho intitulado “Os microrganismos da boca humana”:

(...) carboidratos retidos em torno dos dentes eram fermentados por
componentes microbianos da flora normal da cavidade oral e o0s acidos
resultantes determinavam a descalcificacdo do esmalte dentario; entdo, outras
bactérias invadiam o dente através da lesdo inicial, destruindo a dentina
subjacente®.

Anton van Leeuwenhoek37, em 1897, observou “pequenos animais” na

placa dentaria, através do uso do microscépio.

G.V. Black35, em 1914, definiu a carie dentaria da seguinte maneira:

‘A carie dentaria, na sua mais simples expressdo, consiste na
dissolugcédo quimica dos sais de calcio do dente pelo acido latico, acompanhada
pela decomposicdo da matriz organica, ou corpo gelatinoso, que, na dentina,
ocorre apos a dissolugdo dos sais de calcio. Na carie de esmalte, toda a
substancia tecidual é removida pela dissolu¢cdo de sais de calcio, havendo tado
pouca matriz orgénica no esmalte que ele ndo ira se manter integro e,
consequentemente, uma cavidade é formada pela simples dissolugcdo dos sais de
calcio dos quais o esmalte é composto. Esta dissolucdo sempre se inicia na
superficie, nunca no interior. A destruicdo do dente é, portanto, causada por um
agente atuando de fora do dente, nunca dentro dele. E algo estranho ao dente,
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atuando na superficie no inicio e penetrando pouco a pouco na sua
subsuperficie.”
Stephan®’, em 1944, registrou graficamente as mudancas de pH na

placa, apds bochechos com solucdo de sacarose.

Gustafsson et al.*'

, em 1954, conduziram um estudo em Vipeholm, na
Suécia, entre 1946 e 1951, que permanece como uma das mais importantes
contribuicdes em toda a literatura odontolégica no surgimento da lesdo de carie e
definitivamente estabelece que, quanto maior a freqliéncia do consumo de
carboidratos fermentaveis, principalmente aqueles de consisténcia pegajosa,
maior a incidéncia de lesdes de carie. Assim, foi relacionado o desenvolvimento

de lesdes de carie ao consumo de uma dieta rica em carboidratos®.

Orland®, em 1954, submeteu ratos mantidos livres de microrganismos
desde o seu nascimento a uma dieta cariogénica por 90 dias, ao final do que nao
verificou nenhuma lesdo cariosa. Em contrapartida, animais que recebiam a
mesma dieta, mas estavam contaminados, desenvolveram cérie. Portanto, a partir
de seus trabalhos, comprovou a suspeita da necessidade de termos

microrganismos presentes para o desenvolvimento de lesdes de carie.

Keyes®, em 1960, comprovou os dados de Orland, acrescentando o
conhecimento de que 0s microrganismos cariogénicos sao transmissiveis,

concluindo o principio de que a carie € uma doencga infecto-contagiosa.

Keyes33, em 1968, em estudos com cobaias, concluiu que para o
desenvolvimento da lesdo de carie, trés fatores eram determinantes. O
hospedeiro (dente), a microbiota local e o substrato (dieta), conhecido como a
“Triade de Keyes”.

/. 34

Von der Fehr et al.”™*, em 1970, demonstrou o desenvolvimento e a

paralisacdo de lesdes iniciais de mancha branca em humanos.

Newbrun®, em 1978, completou a “Triade de Keyes’, incluindo no

diagrama o quarto fator, o tempo, que deve agir simultaneamente com os outros
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trés fatores para que as condicdes de desmineralizacao predominem sobre as de
remineralizacio e as lesdes progridam.

A carie dentaria, portanto, pode ser definida como uma doenca infecto-
contagiosa degenerativa de origem multifatorial, que resulta na destruicao
localizada dos tecidos dentarios. E fortemente influenciada pelos carboidratos da
dieta e pela acdo dos componentes salivares, que resulta em uma perda
localizada de miligramas de minerais dos dentes afetados, causada por acidos
organicos provenientes da fermentagdo microbiana dos carboidratos da dieta. No
seu processo, varios fatores secundarios também estdo envolvidos, sendo esta
caracteristica importante no momento da sua prevencédo ou tratamento. Como
fatores secundarios, podemos citar: os fatores socio econbmicos,
comportamentais e culturais que influenciam na compreensao da importancia da
dieta ndo cariogénica, na higiene oral, no uso de fltior, dentre outros®.

Uma série de fatores intrinsecos ao hospedeiro determina a severidade
da doenca, como a composicao e o fluxo da saliva, a natureza fisico-quimica do
dente, a sua forma e seu alinhamento na arcada®’.

Apds a desmineralizagado do esmalte, a lesdo progride lentamente em
direcdo a dentina, sendo que raramente € autolimitante e, na auséncia de

tratamento, progride até destruir totalmente a estrutura dentaria.

3.2 Microbiologia da Carie

A partir do conhecimento produzido por Miller, de que os
microrganismos presentes na placa seriam o0s responsaveis pela carie, o0s
trabalhos voltaram-se para maior conhecimento destes microrganismos, no intuito
de prevenir a doenga, e reduzir as lesdes provocadas pelos mesmos?. Assim, a
existéncia de uma microbiota residente na boca é natural, e tem uma contribui¢gao
significante para a saude do hospedeiro*'*2. Entretanto, em doencas como a
carie, um desafio para o cirurgido dentista, € usar estratégias de tratamento que
atinjam os microrganismos causadores, sem prejudicar as propriedades benéficas
da microbiota oral residente*’.

A boca é, ao mesmo tempo, um ambiente amigavel e hostil para o

crescimento bacteriano. Os microrganismos que habitam a cavidade oral
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proliferam num ambiente quente e umido. Alguns s&o aerdbios, o que quer dizer
que necessitam de oxigénio para se desenvolverem e multiplicarem, outros sao
anaerobios, ou anaerobios facultativos, proliferam onde n&o ha oxigénio, na
profundidade de biofilmes, sobre as diferentes superficies, e correspondem ao
maior nimero**. A coloracdo de Gram, assim designada em memoria de Hans
Christian Joachim Gram, que desenvolveu o procedimento em 1884, classifica os
microrganismos em Gram+ ou Gram-, e continua a ser um dos métodos mais
empregados para a classificagdo dos mesmos. Tal classificagdo se baseia na
diferente constituicdo da parede celular dos microrganismos. Os dois tipos
celulares possuem uma parede composta por peptideoglicanos, sendo que nos
Gram+, essa parede possui aproximadamente de 15 a 80nm, enquanto que nos
Gram-, essa parede é menor que 10nm. No entanto, as camadas de
peptideoglicanos séo relativamente porosas, permitindo a passagem de diversas
macromoléculas. Além da fina camada de peptideoglicanos, os Gram- possuem,
externamente a esta, uma membrana funcional altamente eficaz, que constitui
uma barreira adicional a entrada de alguns antibiéticos e muitos corantes™®.

A boca é a uUnica area normalmente acessivel no corpo que possui
superficies duras ndo escamativas para colonizagdo microbiana. Estes tecidos
unicos possibilitam que grandes massas de microrganismos (predominantemente
bactérias) e seus produtos extracelulares se acumulem formando biofilmes como
a placa dentaria*®. Dentes possuem superficies distintas para colonizagao
microbiana; cada superficie (por exemplo, fissuras, superficies lisas, proximal,
sulco gengival), ira amparar uma microflora distinta em razdo de suas
propriedades bioldgicas intrinsecas. A grande variagcdo da microflora mostra que
cada fissura € um sistema ecoldgico separado, onde geralmente predominam
cocos Gram+ (70 a 90% da flora), anaerdbios facultativos, especialmente
Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, enquanto que fusiformes, espiralares
e espiroquetas estao ausentes. Streptococcus mutans tem sido frequentemente
isolado em grande numero de placas de superficies lisas e lesbdes de fissura*’.

Os microrganismos né&o colonizam diretamente a superficie
mineralizada do dente. Os dentes sdo sempre cobertos por uma camada protéica
acelular denominada pelicula adquirida. Os constituintes principais da pelicula sao

glicoproteinas salivares, fosfoproteinas, lipideos e, em menor extensao,
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componentes do fluido gengival48. A composicdo da pelicula tem recebido
consideravel interesse devido ao seu papel potencial de determinar a composicao
da microbiota inicial. Essa colonizagao inicial caracteriza-se por interacdes
bioquimicas especificas. Espécies bucais do género Streptococcus constituem
cerca de 60 a 80% dessas bactérias pioneiras. O predominio dos Streptococcus é
explicado pelos seus altos graus de adesao ao dente e a glicoproteina salivar que
o recobre e, também, a facilidade com que suas células se co-agregam, fatores
que favorecem muito as suas colonizag6e549. Estas populacbes pioneiras se
multiplicam, formando microcolénias, as quais ficam mergulhadas em muco
bacteriano extracelular e polissacarideos, juntamente com camadas adicionais de
proteinas salivares adsorvidas e glicoproteinas. A placa se transforma em um
biofiime, de forma que o metabolismo das espécies pioneiras crie condicdes
apropriadas para a colonizagdo por bactérias com maior nivel de exigéncias
atmosféricas.

O biofilme funciona como uma verdadeira comunidade microbiana e
ocorrem inter-relacbes metabdlicas sinérgicas, capacitando algumas bactérias
delicadas sobreviverem e crescerem sob condi¢cdes que nao tolerariam em uma
cultura pura. A formacéao do biofilme envolve uma colonizagao ordenada, ou seja,
uma sucessdo microbiana®®.

As bactérias cariogénicas podem ser encontradas naturalmente no
biofilme dental, porém em pH neutro, esses microrganismos sao fracamente
competitivos e estdo presentes apenas em pequenas proporcdes da comunidade
total da placa. Nesta situagdo, com uma alimentacdo convencional, os niveis de
tais bactérias potencialmente cariogénicas sao clinicamente insignificantes, e os
processos de desmineralizacdo e remineralizacdo estdo em equilibrio. Se a
freqiéncia da ingestdo de carboidratos fermentaveis aumenta, o pH torna-se
baixo, favorecendo a proliferacdo de Streptococcus mutans que resultam na
producdo exacerbada de acidos, favorecendo a desmineralizagcao dental®.

Streptococcus mutans ¢é capaz de sintetizar polissacarideos
extracelulares a partir da sacarose, responsaveis pelo mecanismo de adesao que
garante a fixagdo dos microrganismos as estruturas dentarias. Possui também a
capacidade de produzir polissacarideos intra-celulares, que servem como

substrato de reserva para continuar a produgdo de acidos, mesmo em periodos
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em que nao ha nutriente disponivel no meio. Aos microrganismos que possuem
esta habilidade, garante-se uma vantagem seletiva no ecossistema.
Streptococcus mutans possui ainda, a capacidade de manter o metabolismo do
acucar sob condicdes ambientais extremas, tais como em pH baixo. Poucas
bactérias orais sdo capazes de tolerar condicbes acidas por longos periodos;
entretanto, Streptococcus mutans e os Lactobacillus nao s6 permanecem viaveis
em pHs baixos, mas preferencialmente crescem e metabolizam produtos, isto &,
s30 acidogénicos e aciduricos®.

Os Lactobacillus foram o0s primeiros microrganismos a serem
responsabilizados pelo inicio das lesbes de cérie, j3 que sao acidogénicos,
aciduricos? e estavam presentes em maior niimero sobre sitios cariados do que
em sitios ndo cariados. Entretanto, estudos posteriores mostraram que esses
microrganismos ndo possuem capacidade de aderir a superficie dental e estavam
presentes em maior niumero em lesdes avangadas, ja cavitadas, desempenhando,
portanto, papel mais importante no desenvolvimento do processo carioso*®’.

Streptococcus mutans foi originalmente isolado do dente humano
cariado por Clarke em 1924°". Pouca atencdo foi dada a esta espécie até 1960,
quando foi demonstrado que Streptococcus mutans poderia causar caries em
superficies lisas, assim como em fdssulas e fissuras, em hamsters e ratos
alimentados com dietas cariogénicas, infectados com cepas semelhantes ao
Streptococcus mutans>>.

Outro estudo realizado em 1986, considerou evidente que
Streptococcus mutans e o Lactobacillus estao ligados ao processo de inibicao e

progressao das lesdes de carie®?.

3.3 Carie Experimental em Ratos

Em condi¢gdes naturais, é raro encontrarmos lesdes de caries em
roedores, devido a combinacdo do pH elevado, auséncia de bactérias
cariogénicas e uma dieta com baixo teor de sacarose. Experimentalmente, o rato
vem sendo utilizado como modelo de estudo para verificar a cariogenicidade de

varios componentes nutricionais e diferentes tipos de dietas, para verificar os



21

microrganismos relacionados a carie e a eficacia de diversos agentes
cariogénicos®>®°.

Nas décadas de 20 e 30, muitos estudos nutricionais foram realizados
em roedores. Coincidentemente, nestes estudos descobriu-se que o rato de
laboratério poderia desenvolver carie dentaria. Ratos e hamsters desenvolveram
caries extensas quando submetidos a uma dieta rica em sacarose, porém, em
camundongos o0 mesmo nao ocorria. Estes resultados colaboraram muito no
campo da pesquisa da carie dentaria, uma vez que estes animais poderiam ser
produzidos e mantidos a baixo custo®.

Na década de 40, Mc Clure e Hewitt*” observaram inibigao de carie em
ratos que receberam penicilina, mesmo submetidos a dieta cariogénica.

Em 1954, ratos mantidos livres de microrganismos desde o
nascimento, e submetidos a uma dieta cariogénica por 90 dias, nao
desenvolveram nenhuma lesdo de carie, enquanto que animais que receberam a
mesma dieta, mas estavam contaminados, desenvolveram lesées de carie®.

Em 1960, hamsters livres de microrganismos foram isolados e
mantiveram-se sem lesdes de céarie, mesmo recebendo dieta cariogénica. Um
outro grupo de animais contaminados, foi isolado (em separado), recebendo a
mesma dieta. Em um segundo momento, os grupos foram misturados e foram
encontradas lesGes cariosas em animais que anteriormente ndo apresentavam
esse tipo de lesdo™.

A morfologia dos molares de um rato ou hamster & diferente da
morfologia humana. Os molares dos ratos sao atravessados por fissuras
profundas e tem uma camada fina de esmalte, que nao cobre as pontas das
cuspides. No momento da erupg¢ao dentaria, esta camada de esmalte ainda esta
hipomineralizada, especialmente na base e nas laterais das fissuras. Este
fenbmeno, associado com a propensao das fissuras mais profundas de acumular
mais residuos alimentares, predispbe o rato ao desenvolvimento da carie de
fissura®®.

Streptococcus mutans pode causar carie de superficies lisas, assim
como em fossas e fissuras em hamsters, gerbils, ratos e macacos alimentados
com dieta cariogénica, sendo o grupo de bactérias mais cariogénicas

encontradas. Outras bactérias, como S. mitis, S. anginosus e S. salivarius,
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Enterococcus faecalis, Actinomyces naeslundii, A. viscosu e Lactobacillus, podem
também produzir carie sob condi¢cbes orientadas, em alguns animais, apesar das
lesdes serem normalmente restritas as fissuras. O papel chave do S. mutans em
caries dentais tem sido demonstrado durante estudos de vacinagéo. A imunizagao
de roedores ou primatas com células inteiras ou antigenos especificos de S.
mutans e S. sobrinus reduziu o numero destes microrganismos na placa e
diminuiu o nimero de lesdes cariosas quando comparado com animais controle®’.
Uma dieta rica em sacarose transforma a microbiota oral indigena do animal,
aumentando particularmente Actinomyces naeslundii e Streptococcus rattus,

ocasionando um aumento do indice de carie dental em rato®®.

3.4 A Terapia Fotodinamica

3.4.1 Historico

A terapia baseada em luz ndo é nova. O uso de fossensibilizadores
exodgenos para melhorar a eficacia da fototerapia foi descrito no Atharva Veda, um
livro indiano sagrado datado de 1400 a.C. Civilizacdes antigas como a india, Egito
e China, usavam a acao fotodindmica através da ingestdo de plantas contendo
psoralenos, associadas a exposicdo da luz solar, para tratamento de doencas de
pele, como vitiligo e psoriase, o que o filésofo grego Herédoto chamava de
Helioterapia®.

A terapia fotodindmica contemporédnea comegou em 1900, quando
Oscar Raab observou, acidentalmente, que um meio de cultura contendo baixas
concentragbes de corante de acridina, exposto a uma luz intensa (neste
experimento foi utilizado os raios de uma tempestade) apresentava como
consequéncia a morte do paramécio cultivado, o protozoario causador da
malaria®.

Em 1903, Von Tappeiner e Albert Jesionek, realizaram o tratamento de
carcinomas de células basais com a aplicacao de solu¢cao 5% de eosina, por via
tépica e posterior exposicao a luz branca ou a luz solar. O termo Photodynamiche

Wirkun (Efeito Fotodinamico), foi entdo cunhado por Tappeiner e Jodlbauer, para
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todas as reagdes fotobiolégicas envolvendo um fotossensibilizador, que ocorrem
na presenca de oxigénio molecular e levam a destruicdo de células®.

Os efeitos biomédicos desta terapia passaram a interessar ainda mais
a comunidade cientifica, desde o desenvolvimento do primeiro laser comercial em
1960. A utilizacao do /aser e outras fontes de luz nas ciéncias da vida baseiam-se
em uma grande variedade de fendmenos associados a interacdo da luz com os
tecidos bioldgicos®?.

O grande avancgo da terapia fotodinamica teve inicio com a descoberta
da primeira geracao de fotossensibilizadores, os derivados da hematoporfirina,
comegando com Schwartz no inicio da década de 60. Na década de 70, os
estudos se voltaram para a utilizacdo da terapia fotodindmica em
microrganismos®?.

Em 1976, Weishanpt e colaboradores postularam que o oxigénio
singleto gerado por sensibilizagédo, a partir da transferéncia da energia do agente
fototerapéutico no estado tripleto excitado para o oxigénio molecular no estado
fundamental, era o agente citotoxico responsavel pela morte celular®?,

Na busca por novos fotossensibilizadores mais especificos, fotoativos
e com menos efeitos colaterais, surgiu, na década de 90, a chamada segunda
geracdo de farmacos (ftalocianinas, clorinas, bacterioclorinas) e a terceira
geracao (compostos fotossensiveis de segunda geracdao modificados: Visudyne®
e outros)®2.

Estudos da década de 1990, utilizando principalmente o azul de orto-
toluidina (TBO) como agente fotossensibilizador, evidenciaram que um grande
nimero de bactérias bucais, incluindo-se periodontopatogénicas e as

10,11,15,16,18,23,30. Assim SendO,

cariogénicas, eram susceptiveis a esta terapia
adaptou-se a utilizacdo de uma técnica empregada a pacientes oncoldgicos para
combater bactérias orais, surgindo dai o interesse em desenvolver um método de
descontaminac&o da dentina cariada, baseado na terapia fotodinamica®.

A acado bactericida da associagdo dos fotossensibilizadores azul de
metileno e azul de toluidina, e o /laser de HeNe (A= 632,8nm) em bactérias
cariogénicas, tanto in vitro, como in vivo, em tempos de irradiacdo que variavam
de 30s a 5min foi comprovada’'. Inicialmente, o efeito bactericida da terapia

fotodinamica foi estudado sobre microrganismos em suspensdo’’:1315.16.18
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Recentemente, novos estudos comecaram a avaliar a efetividade dessa terapia
em microrganismos presentes em biofilmes, aderidos a dentina e a matriz de
colageno. A mudanga no perfil das pesquisas ocorreu devido ao conhecimento da
importancia do efeito da interacdo da luz com o tecido alvo, uma vez que a terapia
fotodindmica antimicrobiana tem se mostrado menos efetiva na reducédo de
bactérias presentes em dentina e em matriz de colageno, do que em
suspensao® 06465,

Em 2002, estudo demostrou que em um pool de saliva humana
submetido a terapia fotodinamica antimicrobiana, ocorria um efeito bactericida
total sobre Streptococcus mutans, e efeito bactericida parcial sobre Streptococcus
totais presentes na saliva humana. A relevancia deste estudo esta na eliminagéo
das espécies mais patogénicas, com preservagcdo de parte da microbiota
residente, ja que a esterilizagdo da cavidade oral ndo é recomendada por tornar o
hospedeiro mais susceptivel ao aparecimento de infeccdes oportunistas®.

Em 2005, estudo in vitro, comparando a efetividade da terapia
fotodindmica com finalidade antimicrobiana, utilizando duas diferentes fontes
luminosas, o laser de HeNe e o LED, em Streptococcus mutans crescidos em
biofilme, similar ao que ocorre in vivo, demonstrou resultados iguais na agao

bacterida das duas fontes de Iluz’.

3.4.2 Fotossensibilizadores

Ushoa et al.%’

colocam que uma das linhas de pesquisas fundamentais
para a evolucdo da terapia fotodindmica é o desenvolvimento de novos
fotossensibilizadores. Buscam-se compostos que apresentem melhorias em
relagdo aos ja existentes, contribuindo para uma maior atividade, menor custo e
maior popularizagédo da terapia fotodindmica. Os estudos in vitro e in vivo destes
compostos tem apresentado grandes contribuicdes, ndo sé na busca de
fotossensibilizadores mais eficazes, mas também no entendimento dos
mecanismos de agédo e da relagdo entre a estrutura e a atividade, contribuindo
para o avanco e popularizagdo da terapia fotodinamica®®.

Para otimizar os resultados da terapia fotodindmica com finalidade

antimicrobiana, deve-se observar uma estreita relacdo entre a absorcdo do
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fotossensibilizador e o comprimento de onda utilizado, pois a acao fotoquimica s6
ocorre quando uma série de parametros sido estabelecidos. A presenca do
fotossensibilizador, ativado por uma fonte de luz ressonante, promovendo boa
absorcdo do comprimento de onda emitido, gera o efeito desencadeador da
terapia fotodinamica®®.

Para que um composto venha a atuar como um bom fotossensibilizante

€ importante que este apresente as seguintes caracteristicas:

1) Banda de absorgcdo, e eficiéncia na producdo de espécies reativas de
oxigénio;

2) Baixa citotoxicidade no escuro;

3) Facilidade de obtengdo em escala industrial, com boa reprodutividade e custos
reduzidos;

4) Permeabilidade em tecido e seletividade.

Diversos fotossensibilizadores com finalidade antimicrobiana séao
estudados e testados para odontologia. Os mais comuns para utilizagdo tépica
sdo os da familia das fenotiazinas, como o azul de metileno e o azul de
toluidina®®.

O azul de metileno € um composto fenotiazinico de cor azul, soluvel em
agua, com absorgdo maxima na regido do vermelho visivel (A= 660nm), como

mostra a Fig.1%

. Apresenta baixa toxicidade, uma vez que estes compostos sao
utilizados na area médica para uma série de finalidades terapéuticas, como
tratamento de metahemoglobinemia7°, antidoto para envenenamento por
monéxido de carbono e cianureto’’ e como marcador cirtirgico de ressecgdo de
tumores’?, em concentragées muito superiores aquelas utilizadas na terapia

fotodinamica.
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Azul de Metileno 250pg/ml em agua deionizada.

Azul de Metileno 20pgimlem dgua deionizada.

Lo - Azulde Metileno 10pg/mlem dgua deionizada.
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Figura 1. Espectros de absorcao de solugado de azul de metileno (AM) em agua
deionizada nas concentragdes de 250 pg/mL (eixo da esquerda), 20 e 10 uyg/mL
(eixo direito) .

3.4.3 Fontes de Luz

Atualmente, o /aser é a fonte de luz mais empregada para ativar os
fotossensibilizadores devido as propriedades que o0 mesmo apresenta:
concentracdo elevada de energia, baixa divergéncia, coeréncia e
monocromaticidade. E possivel iluminar um meio composto por materiais diversos
e s interagir com um determinado componente. A essa caracteristica do laser
damos o nome de seletividade e ela ocorre devido a propriedade da
monocromaticidade, que nos permite selecionar o A da luz /aser de tal forma que
a luz s¢ interaja com uma determinada molécula, dentro de um universo de varias
moléculas.

O uso do LED como fonte luminosa na terapia fotodinamica tem sido

10,27-29,63

discutido em estudos recentes , pois comparados ao /aser de baixa

poténcia, também produzem irradiagcdo num comprimento de onda especifico,
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porém em uma faixa mais ampla no espectro eletromagnético, e apresentam

custo menor, o que permite uma maior popularizagdo dessa técnica.

3.4.4 Mecanismos de Acao

No tratamento por terapia fotodindmica, o fotossensibilizador
incorporado nas células é irradiado através de um laser ou de outra fonte
luminosa que emite na regidao de absorgcao do fotossensibilizador, promovendo a
excitagcado eletrénica. Atingido o estado excitado, diversos processos podem
ocasionar a desativacédo de uma molécula®?:

e aenergia pode ser devolvida ao ambiente na forma de calor;

e pode ser liberada na forma luminosa (fluorescéncia);

e fazer cruzamento intersistemas, atingindo o estado tripleto, que pode ser
desativado por fosforescéncia.

Os danos causados pelos fotossensibilizadores em biomoléculas
podem ocorrer por dois mecanismos principais. No primeiro (mecanismo TIPO 1),
a energia das moléculas excitadas em estado tripleto é transferida para o oxigénio
ou outras biomoléculas através da transferéncia de elétron (mecanismo radicalar)
que culmina em danos diretos as biomoléculas através da formacao de espécies
ativas de oxigénio, por exemplo, o radical superéxido®.

No mecanismo TIPO Il, o tempo de vida do estado tripleto é grande o
suficiente para permitir que a energia de excitagdo seja transferida para o
oxigénio molecular, resultando na formagdo de oxigénio singleto, que é
extremamente eletrofilico, sendo capaz de causar danos em membranas,
proteinas e DNA, tanto por acao direta quanto por formacao de radicais a partir do
oxigénio singleto. O oxigénio singleto pode ser detectado por emissdo luminosa
no infravermelho préximo ou pelo calor liberado®.

Ambos o0s processos sao de particular interesse para a terapia
fotodindmica, uma vez que conduzem a formagédo de moléculas muito reativas,
mas estudos mostram que geralmente o efeito fotodindmico ocorre pelo
mecanismo tipo 11%°.

O tempo de vida do oxigénio singleto em agua é de aproximadamente

2us. Em sistemas bioldgicos esse tempo pode ser reduzido em aproximadamente
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100 vezes. O oxigénio singleto pode efetuar varias reagbes com substratos
biolégicos, como oxidacdo e ciclo-adicdo, levando ao dano em biomoléculas e
induzindo & morte celular®.

Como ilustra o diagrama de Jablonski®® (FIG.2), os processos de
desativagdo das moléculas sdo simultdneos e competitivos entre si, sendo
importante determinar a contribuicdo de cada processo, ou seja, o rendimento
quantico de cada processo. Assim, espera-se que um bom fotossensibilizador
faca cruzamento intersistemas, apresentando um alto rendimento quantico do

estado tripleto e de geracdo de oxigénio singleto.

|
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FIG.2: Diagrama de Jablonski simplificado e mecanismo de agcao da PDT 62,
Abs: absorcgao; Fluoresc: fluorescéncia; CIS: cruzamento intersistemas; Fosf:

fosforescéncia; Fs: fotossensibilizador.

As diferengas estruturais entre os diferentes tipos de bactérias devem
ser levadas em consideracdo na efetividade da terapia fotodindmica com
finalidade antimicrobiana. De forma geral, as bactérias Gram+ sao mais
susceptiveis a agao da terapia fotodindmica com finalidade antimicrobiana do que
as bactérias Gram->>?°. Para ocorrer a inativagdo, o fotossensibilizante deve ser
absorvido pela parede celular, unir-se a membrana interna da célula e ainda
ocorrer a possivel translocacdo deste para o citoplasma celular, ocasionando a

inibicdo da sintese de DNA e posteriormente de RNA e protel'nasez.
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3.4.5 Vantagens da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

A terapia fotodinamica pode oferecer algumas vantagens em relagéo a
agentes antimicrobianos tradicionais. Primeiramente, a morte bacteriana é rapida,
diminuindo a necessidade de manutencao de altas concentragcdes de substancias
quimicas por longos periodos, como no caso do uso de agentes antimicrobianos.
Em segundo lugar, é seletiva, ou seja, nem o fotossensibilizador nem a luz
empregados isoladamente possuem acgdo bactericida, portanto a acgao
antimicrobiana fica restrita a regido corada e irradiada simultaneamente.
Finalmente, a resisténcia bacteriana também €& improvavel, porque a morte
bacteriana ndo esta ligada & mediacgdo de radicais quimicos'® 1216182330 qutro
aspecto importante é o carater atraumatico da terapia fotodindmica, que teria

grande aplicabilidade a pacientes especiais e pediatricos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. O Fotossensibilizador

Foi utilizado o fotossensibilizador azul de metileno (Sigma-Aldrich St.

Louis, Missouri, EUA), na concentracdo de 100uM diluido em agua destilada,

baseado nos trabalhos de Prates et al’>.

4.2. A fonte de Luz

A fonte de luz utilizada neste estudo foi um LED de emissdo vermelha
(A=640 £ 30nm). Os parametros utilizados estdo descritos no quadro 1. Tais

parametros foram adaptados do trabalho de Nufiez®.

Quadro 1: Parametros utilizados no procedimento experimental

Diametro do feixe (cm)
Area (cm?)
Tempo de pré-irradiacao-PIT (s)

Tempo de irradiagao (s)

Irradidncia (mW/cm®)

Fluéncia (J/cm®)

Energia (J)

Poténcia (mW)
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4.3. Animais e Bactéria

4.3.1 Bactéria

Streptococcus mutans (ATCC 25175) foi cultivado na quantidade de
10® UFC/mL em caldo infuso de cérebro coracdo (BHI) a 37°C, por 48h, e

inoculado nos animais por trés dias consecutivos®>.

4.3.2 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados 26 ratos
machos, fornecidos e mantidos no biotério do IPEN — CNEN/SP. Os animais
foram desmamados 20 dias apds o nascimento e comecaram a ser alimentados
com uma dieta cariogénica®® (50g/dia), constituida de:

» 56% de sacarose;
» 28% de leite em po;
» 16% de racéo de roedores triturada.

Para aumentar o desafio cariogénico, os animais receberam agua
enriquecida com 10% de sacarose ad libitum®*. Tanto a dieta, quanto a agua

enriquecida com sacarose, foram ministradas durante todo o experimento.

4.4 Procedimento Experimental

Os animais foram anestesiados com uma associagdo de Rompum
(Xilazina-0,025mL/50g) e (Ketamina 10% - 0,04mL/50g) no 20° dia do
experimento, assim que desmamados e, entdo, foram inoculados com 0,2mL de
suspensdo de S. mutans (10® UFC/mL) diretamente na cavidade oral. Apds a
primeira inoculagdo, passaram a ser alimentados com a dieta cariogénica e
receberam nos dois dias seguintes, inoculagdo de 0,2 mL de suspensao de S.
mutans (10® UFC/mL) na alimentacdo. Quarenta e oito horas apés a Ultima
inoculagcédo, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo

controle e grupo tratamento (PDT).
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Os animais foram novamente submetidos a anestesia. O grupo controle
(GC: n=12) ndo recebeu nenhum tratamento, apenas irrigagdo com 200uL de
solugdo tamponada. Este grupo foi avaliado imediatamente apds a irrigagdo, no
dia 25 (n=3), e nos dias 28 (n=3), 32 (n=3) e 35 (n=3), consecutivamente.

No grupo tratamento (GPDT: n= 12), os animais foram inoculados com
200uL de azul de metileno que permaneceu em contato no molar dos animais por
5min. (tempo de pré-irradiagcao-TPIl). Depois, os dentes foram irrigados com
solugéo salina para remogao do excesso de fotossensibilizador e entéo irradiados
com o LED. Os animais foram avaliados imediatamente apds o tratamento, no
dia 25 (n=3), e nos dias 28 (n=3), 32 (n=3) e 35 (n=3) pds-tratamento. O quadro 2

mostra o cronograma experimental.

Quadro 2: Cronograma do procedimento experimental

Nascimento do animal
Desmame

In|C|o da dieta e inoculacao de S.
mutans

28, Inoculagao de S. mutans

33. Inoculagao de S. mutans

Neste trabalho, dois animais nao foram submetidos ao protocolo de
indugdo de carie para que fosse possivel a comparagdo microbiolégica entre

dentes sadios e dentes cariados.
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Cada subgrupo de trés animais foi sacrificado em camara de CO,. A
maxila foi assepticamente removida e dissecada, os molares foram extraidos e

preparados para analise microbioldgica.
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4.5 Analise Microbiolégica:

Os molares extraidos receberam um preparo para a contagem de
UFC/mL. Os espécimes foram colocados em eppendorfs, contendo 1mL de
solugéo salina 0,85% estéril e submetidos a agitagdo mecéanica (Vortex) de
200rpm por 30s, e mantidos em repouso por 30min’.

Em uma placa de microtitulagao, foi colocado em cada pogo, 20uL de
solucao salina 0,85%, na qual os dentes extraidos ficaram submersos, e foi
acrescido 180uL de solugdo salina 0,85% estéril. Foram realizadas diluigcbes
seriadas na ordem de 1/10, com finalidade de diminuir a concentracido de
UFC/mL, facilitando a contagem final”>. Com uma pipeta apropriada, quatro gotas
de 10uL por diluigdo, foram inoculadas em placas de Petri, contendo como meio
de cultura Tryptic Soy Agar (TSA). As placas foram feitas em triplicata para cada
amostra’®.

As placas foram entdo colocadas em estufa bacterioldgica a 37°C, em
atmosfera de 5 a 10% de CO,, através da técnica de chama de vela, para
crescimento de microaerdfilos totais. A coleta de dados foi realizada 24h apds a
incubacao’.

As UFC encontradas na placa de Petri foram multiplicadas pelo fator de
diluicdo e os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica por t-test. As
amostras foram consideradas significantemente diferentes quando p<0,05.

Este trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal

do IPEN, parecer no. 28 (anexo 1).

4.6 Analise Microscoépica

Apods o preparo das amostras para contagem de UFC/mL, os molares
extraidos foram colocados em eppendorfs contendo 0,64g/mL de solugao de timol
diluido em agua destilada, com finalidade bacteriostatica’®.

Com o auxilio de uma placa de cera 7, as amostras foram entao

fixadas para ser possivel a visualizagdo através da microscopia Optica.



35

Através do microscopio Optico, Quimis Aparelhos Cientificos LTDA,
Diadema / Sao Paulo, com aumento de 40X, foram obtidas imagens para

avaliagao de sinais clinicos de desmineralizagéo.
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5. RESULTADOS

5.1 Indugao de Carie in vivo:

As figuras 3A,3B e 3C, mostram o aspecto do 2° molar superior do rato,
imediatamente apds o desmame, antes da inoculagéo do Streptococcus mutans,
apés 3 dias consecutivos da inoculacdo do microrganismo e inicio da dieta
cariogénica, e decorridos 13 dias da inoculagao e inicio da dieta, respectivamente.
Observe que no primeiro instante (FIG.3A), os sulcos apresentam-se com restos
alimentares, mas o0 esmalte adjacente ndo apresenta sinais clinicos de
desmineralizagcdo, enquanto que na FIG.3B e FIG.3C, além dos restos
alimentares nos sulcos, é nitido a presenga de manchas brancas no esmalte
adjacente, indicando sinais clinicos de desmineralizagao.

As imagens foram obtidas através do microscépio Optico, Quimis

Aparelhos Cientificos LTDA, Diadema / Sdo Paulo, com aumento de 40X.
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aumento de 40X aumento de 40X

Aumento de 40X

FIGURA 3: As FIG. 3A,2B e 3C, mostram o aspecto do 2° molar superior do rato,
imediatamente ap6s o desmame, antes da inoculagao do Streptococcus mutans, apos 3 dias
consecutivos da inoculagdo do microrganismo e inicio da dieta cariogénica, e decorridos 13

dias da inoculagao e inicio da dieta, respectivamente.
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5.2 Analise Microbiolégica:

Foi possivel observar a redugdo significativa no numero de
microaerdfilos totais através da terapia fotodindmica, associando como
fotossensibilizador o azul de metileno na concentracao de 100uM diluido em
200uL de agua destilada e o LED (A=640nm30nm) nos parametros testados, e
verificar que esta reducao permaneceu estatisticamente significante durante 10
dias consecutivos apds o tratamento, mesmo com a continuidade da dieta
cariogénica.

Antes da inoculacédo de S. mutans e do inicio da dieta cariogénica, os
animais ja apresentavam em sua microflora natural uma grande quantidade de
microaerdfilos totais. Feita a inoculacdo de S. mutans por 3 dias consecutivos
associada a dieta cariogénica, observou-se que a quantidade de microarofilos
totais manteve-se igual a inicial, porém, como mostra a FIG.4, o aspecto das

colonias obtidas apds a inoculagdo indicava grande presenga de S. mutans,

diferentemente do aspecto das colbnias obtidas inicialmente.

FIG.4 : Aspecto da microflora natural, obtida imediatamente apds o desmame (A),
comparada apdés a inoculagao de trés dias consecutivos de S. mutans e inicio da

dieta cariogénica (B).
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A FIG.5 mostra os valores médios (em log) recuperados no GC (grupo
controle) e no GPDT (grupo terapia fotodindmica) apds tratamento. Observa-se
que o GC mantém o numero de microrganismos totais igual aos de antes do inicio
do procedimento experimental, durante todo o periodo analisado. Além disso, em
todos os momentos investigados, a Vviabilidade celular no GPDT ¢é
significantemente menor que no GC e mantiveram-se aproximadamente

constante até 10 dias pds-tratamento.

8,00 -
p=0.00018

7.00 - —
' _p=0.013 p=0,000083
p=00012 — "

6.00

5,00 M Controle

4,00 EPDT

UFC/g{logl0)

3,00

2,00

1,00

0,00

Antesca dia 25 cia?® dia3z? dia3s
inoculagéo

FIG.5: Valores médios * desvio padréo da viabilidade de microrganismos aerofilos
totais durante todo o periodo experimental. Trés animais foram avaliados em cada

momento.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizado um fotossensibilizador que pertence a
familia das fenotiazinas, o azul de metileno, na concentracédo de 100uM, diluido
em agua destilada, cujas bandas de absorgdo encontram-se entre 610 e 660nm,
associado a um diodo emissor de luz (LED) com largura de banda entre 610nm e
670nm, poténcia de 240mW e irradiancia de 480mW/cm?, por 3 min. Os animais
foram submetidos ao protocolo de indugdo de carie através da inoculagao de
Streptococcus mutans e dieta cariogénica. Antes da inoculagcdo do Steptococcus
mutans e do inicio da dieta cariogénica, os animais ja apresentavam em sua
microflora natural uma grande quantidade de microaerofilos totais. Para que fosse
possivel a comparagdo microbioldgica entre dentes sadios e dentes cariados, 2
animais nao foram submetidos ao protocolo de inducao de carie. Os resultados
obtidos confirmaram a efetividade da terapia fotodindmica com finalidade
antimicrobiana em microaerdfilos totais, nos parametros testados neste trabalho.
A reducdo de microaerodfilos totais mostrou-se estatisticamente significativa
imediatamente apds a realizacdao da terapia fotodindmica e, mesmo com a
continuidade da dieta cariogénica e administragdo da agua enriquecida com 10%
de sacarose, esta redugcao manteve-se significativa apos 10 dias do tratamento.

O azul de metileno (100uM) associado ao LED de emissao vermelha
(A= 640 + 30nm), apresentou melhor efetividade da terapia fotodindmica
antimicrobiana devido a ativacdo de dimeros e mondmeros, promovendo a
participacao direta de espécies agregadas no processo fotodinamico®.

Diferente de outras doencas infecciosas classicas causadas por
microrganismos patogénicos que contaminam o hospedeiro e a doenga se torna
fruto da contaminacdo, a carie é causada pela microbiota oral residente
patogénica que necessita de condicbes especiais para promover o
desenvolvimento da doenga. Essa microbiota tem uma fungao que é benéfica ao
hospedeiro. Entdo, o objetivo deve ser reduzir a microbiota mantendo o seu
controle a niveis compativeis com a saude oral.

A remocao mecanica da placa por procedimentos eficientes de higiene

bucal pode prevenir quase que completamente o aparecimento das lesdes de
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carie. Tais medidas sao particularmente efetivas quando combinadas com uma
redugao na quantidade e frequéncia da ingestao de ag:t]cars. No entanto, é dificil
alterar habitos alimentares ja estabelecidos e manter um alto grau de motivacao
para uma higiene oral efetiva®®. Portanto, estratégias para o controle ou
prevencao de carie dental sdo baseadas em reduzir os niveis de biofilme em
geral, ou bactérias cariogénicas especificas em particular, por exemplo, por meio
de agentes antimicrobianos, que podem ocasionar ruptura da ecologia da
microflora oral por meio de perturbagdo do equilibrio entre microrganismos
residentes e levar a resisténcia bacteriana®, e potencializar a remineralizagéo e
fortalecer a resisténcia do esmalte ao ataque acido através da utilizagao de fluor.
A terapia fotodindmica com finalidade antimicrobiana encontra-se bem
estabelecida na literatura, tanto sua acido sobre diferentes bactérias, como sua
acao antifungica, principalmente em casos de infecgdes localizadas de pouca
profundidade e de microflora conhecida, como as de ocorréncia mais frequentes

119 718 Uma boa indicagdo na odontologia é a resisténcia

na cavidade oral
bacteriana pouco provavel.

Os primeiros estudos da terapia fotodinamica com finalidade
antimicrobiana em bactérias cariogénicas mostraram grande eficiéncia desta
técnica, quando realizada em microrganismos em suspensdo'®!!1319.16.18.30
Entretanto, os microrganismos da placa dentaria sdo organizados em um biofilme,
0 que consiste em um agregado de microrganismos embebidos em uma matriz
complexa de biopolimeros. A importancia desse fato € que os microrganismos
organizados em um biofilme sdo muito menos susceptiveis a acado da terapia
fotodindamica ou de qualquer outro agente antimicrobiano.

Em estudos mais recentes, comprovou-se a eficiéncia da terapia
fotodindmica com finalidade antimicrobiana na eliminagao de microrganismos na
presenca de biofilme em uma matriz de colageno e de dentina cariada®2¢75347°,
Em 2004, Williams et al”. utilizou um /aser de diodo de A= 633+2nm, com
energia variando entre 1,8 e 14,4J, associado ao azul de toluidina (TBO) na
concentracao de 10ug/mL, e obteve redugao de Streptococcus mutans em matriz
de colageno e dentina humana cariada, embora na dentina a redu¢c&o microbiana
tenha sido mais efetiva do que em matriz de colageno. Outro estudo realizado em

2008, por Giusti et al63., confirmou estes mesmos dados obtidos anteriormente,
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pois 0 sucesso da terapia fotodindmica com finalidade antimicrobiana depende da
difusdo do fotossensibilizador através da dentina e da penetragdo e espalhamento
da luz no tecido, portanto, concluiram que o tempo de contato do microrganismo e
do fotossensibilizador pode ser um fator critico.

Nos primeiros estudos da terapia fotodindmica, a entrega de luz
utilizada na ativacdo do fotossensibilizador foram com os sistemas /asers,
principalmente os lasers de diodo e de HeNe'®-16:18:23.26306575 ‘£ 9005, Zanin et
aP. avaliou o efeito antimicrobiano do azul de toluidina (TBO) associado ao laser
de HeNe e ao LED na viabilidade de Streptococcus mutans organizados em
biofilme. A redugcdo de 99,9% dos microrganismos foi conseguida tanto na
associacdo do laser de HeNe, quanto do LED. Outros estudos também

demonstraram a eficiéncia do LED*"2%%

na terapia fotodindmica. A principal
vantagem do uso do LED é o custo reduzido em relagado as fontes /aser, o que
torna a técnica mais acessivel.

Na terapia fotodindmica ¢é importante a presenca de um
fotossensibilizador ressonante com a fonte de luz, promovendo absor¢éo do
comprimento de onda emitido, resultando em reagdes fotoquimicas, garantindo o
sucesso da terapia antimicrobiana®. Muitos estudos tem demonstrado a
efetividade dos derivados das fenotiazinas como fotossensibilizadores na terapia
fotodinamica em microrganismos cariogénicos®10:11:13:26.63.75,

Os resultados deste estudo sugerem que a terapia fotodindmica pode
ser uma alternativa promissora na redugdo de microrganismos cariogénicos,
como método de controle e tratamento da carie dentaria, ja que um dos grandes
problemas atuais dos agentes quimicos tem sido a ruptura da ecologia da
microflora oral por meio de perturbagdo do equilibrio entre microrganismos
residentes, o0 que pode levar a um super crescimento de espécies potencialmente
mais patogénicas, ou o desenvolvimento de resisténcia bacteriana®’. Entretanto,
mais estudos devem ser realizados antes de tornar a terapia fotodindmica com

finalidade antimicrobiana aplicavel na clinica diaria.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:
» Através da metodologia empregada neste estudo foi possivel estabelecer
um modelo de inducéo de carie in vivo;
» O azul de metileno na concentracdo de 100uM associado ao LED de
emissdo vermelha, nos parametros utilizados neste estudo, é capaz de
reduzir significativamente a quantidade de microaerdfilos totais in vivo e

manter este numero por 10 dias apds tratamento.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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