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RESUMO

A cérie dentaria é uma doenca bucal biofilme-dependente. Dessa forma, técnicas
de controle do biofilme inovadoras séo importantes para prevenir essa doenca. Os efeitos da
terapia fotodinAmica antimicrobiana (TFDA) jA& demonstraram a suscetibilidade bacteriana a
morte quando se utiliza agentes fotossensiveis ativados por uma fonte de luz; porém, a
associacao de nanoparticulas ao agente fotossensivel num biofilme inicial ainda nao foi
estudada. Assim, o objetivo deste estudo foi testar o efeito da TFDA em biofilme bucal
formado com micro-organismos colonizadores iniciais utilizando azul de metileno associado
a nanoparticulas de B-ciclodextrina e fontes de luz laser ou LED vermelhos (A = 660 nm). Os
grupos foram divididos em (n = 6): C- (Controle negativo, NaCl 0,9%), CX (controle positivo,
clorexidina 0,2%), L (Laser), LED (light emitting diode), F
(Fotossensibilizador/Nanoparticula), LF (Laser + Fotossensibilizador/Nanoparticula) e LEDF
(LED + Fotossensibilizador/Nanoparticula). O biofilme multiespécies composto por S.
gordonii, S. oralis, S. mitis e S. sanguinis foi cultivado em placa de 48 pogos contendo BHI
suplementado com sacarose a 1% por 24h. A reducdo dos micro-organismos foi avaliada
pela contagem de micro-organismos viaveis do biofilme antes e apds a TFDA em meios de
cultura seletivos. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilks e os
resultados foram submetidos as analises de variancia Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunn, com nivel de significancia de 5%. Os grupos LF e LEDF foram capazes de reduzir a
contagem de micro-organismos do biofilme, pois diferiram significativamente do grupo
controle negativo e nado diferiram estatisticamente do controle positivo. A TFDA mediada por
azul de metileno conjugado a B-ciclodextrina irradiada por LASER ou LED foi eficaz na
reducdo microbiana de biofilme multiespécie composto por micro-organismos colonizadores
iniciais.

Palavras-chave: Biofilmes. Fototerapia. Streptococcus sanguis. Streptococcus oralis.
Streptococcus mitis. Streptococcus gordonii.



ABSTRACT

Dental caries is a biofilm-dependent oral disease. Thus, innovative biofilm control
techniques are important to prevent this disease. The effects of antimicrobial photodynamic
therapy (ADHD) have already demonstrated bacterial susceptibility to death when using
photosensitive agents activated by a light source; however, the association of nanoparticles
with the photosensitive agent in an initial biofilm has not been studied. Thus, the aim of this
study was to test the effect of PACT on the oral biofilm formed with early colonizing
microorganisms using methylene blue associated with B-cyclodextrin nanoparticles and red
light sources laser or LED (A = 660 nm). The groups were divided into (n = 6): C- (negative
control, 0.9% NacCl), CX (positive control, 0.2% chlorhexidine), L (Laser), LED ((light emitting
diode)), P (Photosensitizer / Nanoparticle), LP (Laser + Photosensitizer / Nanoparticle) and
LEDP (LED + Photosensitizer / Nanoparticle). Multispecies biofilm composed of S. gordonii,
S. oralis, S. mitis and S. sanguinis was grown in 48-well plates containing BHI supplemented
with 1% sucrose for 24h. Microorganism reduction was assessed by counting viable biofilm
microorganisms before and after PACT in selective culture media. Data normality was
assessed by the Shapiro-Wilks test and the results were submitted to Kruskal-Wallis
analysis, followed by Dunn's test, with a significance level of 5%. Groups LP and LEDP were
able to reduce the biofilm microorganism counts because they significantly differed from the
negative control group, and did not statistically differ from the positive control group. PACT
mediated by B-cyclodextrin-conjugated methylene blue irradiated with LASER or LED- was
effective in microbial reduction of multispecies biofilm composed of initial colonizing
microorganisms.

Key words: Biofilms. Phototherapy. Streptococcus sanguis. Streptococcus oralis.
Streptococcus mitis. Streptococcus gordonii.
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1 INTRODUCAO

A cérie dentéria € um dos problemas bucais mais importantes e prevalentes na
populacdo e € biofilme-dependente (Koo et al., 2013). Essa doenca é resultante de
interacBes da dieta (agUcares), de micro-organismos e fatores do hospedeiro que modulam
a dindmica formacéo do biofilme nas superficies dentérias, agravando-se na presenca de
sacarose, por tornar o biofilme mais espesso e virulento (Paes Leme et al., 2006, Koo et al.,
2013). Os micro-organismos residentes e protegidos na matriz dos biofilmes sdo mais
resistentes aos antimicrobianos e séo altamente aciddricos e acidogénicos; esses micro-
organismos também servem de reservatdrios para agentes patogénicos e toxinas, tornando-
os de dificil remog&o da superficie dentéaria. Com isso, o controle do biofilme bucal é de
extrema importancia para a Odontologia, jA que as consequéncias do seu estabelecimento
constituem doencas bucais biofilme-dependentes dispendiosas em todo o mundo (Koo et al.,
2013). A remocao mecénica do biofilme bacteriano por meio de uma boa higiene bucal é o
tratamento mais comum disponivel. No entanto, isoladamente, ndo é capaz de controlar as

doencas bucais devido a falta de cooperacgéo do paciente (Lée, 2000).

Assim, a terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDA) pode ser uma alternativa
promissora para a reducao e/ou desorganizacao de micro-organismos do biofilme dentario.
A terapia fotodinamica envolve agentes fotossensiveis que sdo ativados pela irradiacdo por
uma fonte de luz de comprimento de onda especifico para gerar espécies citotoxicas,
incluindo oxigénio singleto e radicais livres. Esses produtos sdo capazes de danificar
componentes essenciais das células ou modificar as atividades metabdlicas de modo
irreversivel, podendo resultar em morte bacteriana (Castano et al., 2004). Além disso, esse
mecanismo de acdo de morte bacteriana mediado por agentes fotossensiveis ativados por
luz dificulta o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, ja que essa € uma limitacdo dos

antimicrobianos convencionais (Wilson, 2004).

Varios agentes fotossensiveis tém sido propostos para a TFDA no biofiime e
mostrado bons resultados. Dentre eles, o azul de toluidina (O’Neill et al., 2002; Zanin et al.,
2005, 2006; Qin et al., 2008; Teixeira et al., 2012) e o azul de metileno (Wood et al., 2006;
Muller et al., 2007; Fontana et al., 2009, Leal et al., 2017; Nemezio et al., 2017; Vasconcelos
et al.,, 2019). Uma consequéncia clinica importante da organizagdo estrutural dos micro-
organismos numa comunidade de biofilme é a reduzida susceptibilidade das células aos
agentes fotossensiveis e antimicrobianos. Além disso, a idade do biofilme também pode
restringir a penetracdo desses agentes e deixar as células mais profundas relativamente
intocadas (O’Neill et al., 2002; Williams et al., 2004; Tonon et al., 2015). Dessa forma, a

TFDA é menos propensa a funcionar em biofilmes devido a limitada penetracdo do agente
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fotossensivel dentro desta comunidade e devido a deficiente propagacao da luz através dos

tecidos mais organizados (Melo et al., 2013; Nogueira et al., 2013).

Sendo assim, novas abordagens inovadoras estdo sendo desenvolvidas para
manter 0s agentes terapéuticos no tecido alvo, de forma ativa, para terem duracao suficiente
para exercer seu efeito terapéutico completo. Uma delas é a associacdo do agente
fotossensivel a nanoparticulas para potencializar seu efeito na TFDA. O azul de metileno é
um agente fotossensivel com significativa acao letal quando ativado por luz (absor¢do na
regido vermelha do espectro de luz visivel A = ~ 660 nm) em diferentes tipos de bactérias
envolvidas nas doencas bucais (Wilson, 2004). Nosso grupo de pesquisa demonstrou
recentemente que a terapia fotodinAmica mediada por azul de metileno e luz laser vermelho
foi capaz de promover reducdo de Streptococcus mutans tanto em biofilme mono ou
multiespécies e que a presenga da nanoparticula B-ciclodextrina pode ter um papel
importante em potencializar a TFDA (Vasconcelos et al., 2019). Em outro estudo, também
encontramos que a TFDA mediada por azul de metileno associada a nanoparticulas de (-
ciclodextrina foi eficaz na redugéo de S. mutans no modelo dindmico de biofilme e que tanto

as fontes de luz laser e LED foram efetivas na reducgéo de S. mutans (Moreira et al., 2018).

A TFDA objetiva promover a reducao dos micro-organismos do biofilme dentério.
Ha evidéncias crescentes de que a microbiota bucal natural tem uma relagéo simbiotica ou
de mutualismo com o hospedeiro. No entanto, em certas ocasifes como maior frequéncia de
ingestdo de acucar ou uma reducgdo no fluxo de saliva, essa simbiose do biofilme pode ser
perturbada, provocando uma disbiose e a doenca pode ocorrer (Marsh, 2015). A
coagregacao bacteriana promove uma sequéncia especifica de colonizagdo por bactérias
bucais, sendo que no biofilme dentario, os Streptococcus spp., dentre outros, sao
considerados colonizadores priméarios e aderem a pelicula adquirida (Nyvad e Kilian 1987;
Diaz et al. 2006; Periasamy e Kolenbrander 2010). Dessa forma, torna-se de grande
relevancia estudar os efeitos da TFDA, na presenca de nanoparticulas de B-ciclodextrina,

em biofilmes multiespécies de micro-organismos colonizadores iniciais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cérie dentaria

A cérie dentéria surgiu devido ao acesso universal aos carboidratos fermentaveis e,
juntamente com a doenca periodontal, tém causado sofrimentos, destruicGes e perda
dentaria para a populacéo (Loe, 2000). A céarie dentaria tem como principal fator ambiental
envolvido no seu desenvolvimento a exposicdo frequente aos carboidratos (Fejerskov,
2004). Entretanto, entre os carboidratos, a sacarose € considerada a mais cariogénica, por
sintetizar polissacarideos extracelulares (PEC) e intracelulares que geram mudancas na
composi¢cao da matriz do biofilme tornando-o mais cariogénico (Paes Leme et al., 2006). “Os
biofilmes sdo comunidades microbianas heteromérficas ligadas a superficie incorporada em
um material de matriz exopolimérica composto principalmente de extensos polissacarideos”
(Donlan, 2002). Essa matriz facilita a montagem de estruturas multicelulares tridimensionais,
a formacdo de microambientes e adesdo a estrutura dentaria; também, a atividade
metabdlica presente nessa matriz leva a acidificacdo do meio e, consequentemente, a
dissolucdo do esmalte (Koo et al., 2013). A inibicdo dessa matriz impediria a formacgéo de
biofilme e, consequentemente, a acidificacdo do meio (Koo et al., 2013).

2.2 Micro-organismos colonizadores iniciais

Em 2011, uma revisdo de literatura de Takahashi e Nyvad mostrou que, de acordo
com a hipétese ecoldgica, a carie é dividida em 3 etapas reversiveis. (1) A microflora em
superficies de esmalte é composta por Streptococcus ndo mutans e Actinomyces, cuja
capacidade de produzir acidos é relativamente baixa, produzindo um biofilme compativel
com a saude bucal. (2) J& na presenca de acUcar, o processo de acidificacdo se torna
frequente, aumentando a acidogenicidade das bactérias ndo mutans, e, por meio dos
processos de selecdo e adaptacdo induzidos por acidos, podem mudar o equilibrio no
sentido da desmineralizacdo e consequente inicio do processo da carie. (3) Sob condi¢bes
severas de acidez, bactérias como Streptococcus mutans, Lactobacillus, bem como cepas
aciduricas de Streptococcus ndao mutans, Actinomyces, Bifidobactérias, e leveduras podem
se tornar dominantes. Portanto, esse estudo mostra que a carie € um processo causado por
uma mudanca de uma simbiose mutualistica para uma simbiose parasitaria com adaptacao
e selecdo do ambiente induzida por acido. Desta forma, todos os micro-organismos
acidogénicos e aciddricos estdo envolvidos, ndo apenas os Streptococcus mutans. Em
resumo, um controle ambiental que evite a acidificacdo do ambiente deve ser alcancado, por

meio de mecanismos de reducao de biofilme, diminui¢cdo de ingestdo de acucares e técnicas
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da neutralizacdo do pH, como a estimulacdo salivar. Dessa forma, estudos futuros devem
preocupar-se em buscar entender mecanismos fisiolégicos para manter a dindmica de

estabilidade em biofilmes dentais.

Em 2013, Koo et al. demonstraram que a matriz de PEC é um determinante
essencial para a viruléncia de um biofilme. Sabe-se que os Streptococcus mutans nao
precisam dominar humericamente os biofilmes, pois as enzimas glicosiltransferases (Gtfs)
liberadas, mesmo no inicio da formacao do biofilme, s&o incorporadas a pelicula dentéaria e
absorvidos por outros micro-organismos. Portanto, a matriz extracelular fornece um
arcabouco para o biofiilme em crescimento, promovendo adesdo e coesdo dos micro-
organismos na superficie. Assim, a inibicdo dessa matriz impediria 0 desenvolvimento do
biofilme, ou até mesmo uma inibicdo parcial da atividade das Gtfs da superficie poderia

reduzir o desenvolvimento da cérie sem prejudicar a microflora oral.

2.3 Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA)

A terapia fotodindmica € abordada na odontologia como uma terapia para reduzir
micro-organismos em biofilmes orais (Zanin et al., 2005). Concomitantemente, outros
tratamentos sdo propostos aos pacientes que possuem a doenca carie dentaria, tais como a
remocdo mecéanica do biofilme ou uso de antissépticos. Os antissépticos sdo solucdes
quimicas, baratas e simples de serem encontradas, com um potencial antimicrobiano eficaz
(clorexidina, por exemplo). As bactérias organizadas em biofilme apresentam maior
resisténcia microbiana e, no estudo realizado em 2007 por Miiller et al., foi constatado que a
eliminac@o de bactérias por meio dos agentes antimicrobianos depende da dose e da idade
do biofilme; quanto mais maduro o biofilme mais resistente. Por isso, diferentes terapias
inovadoras tém sido utilizadas, como a terapia fotodindmica, em que foi feita aplicacédo
Gnica, associando azul de metileno com laser de baixa intensidade (A = 665 nm, 75 mW) em
biofilmes formados por multiespécies. Porém, foi observado que mesmo A TFDA néo foi
capaz de diminuir ou eliminar as bactérias do biofilme totalmente. Levando-se em conta que
foi um dos primeiros estudos que testou a terapia fotodinamica em biofilmes multiespécie, os
autores concluiram que a técnica de aplicacdo da terapia fotodinamica nao foi eficiente na
reducdo microbiana e que outros estudos deveriam ser realizados para melhorar os

parametros empregados.

Em 2012, Teixeira et al., testaram o efeito da terapia antimicrobiana, utilizando
biofiilme de S. mutans in vitro e in situ, em que 21 voluntarios utilizaram dispositivos

intraorais para formagao de biofilme. Foi utilizado uma luz LED (A = 665 nm, 40 mW, 55
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J/cm?) associada ao fotossensibilizador azul de orto-toluidina. A concluséo desse trabalho foi
de que a mesma dose de TFDA foi capaz de eliminar biofilmes cultivados in vitro, porém nao
eliminou os biofilmes multiespécies cultivados in situ. Portanto, mais estudos devem ser
conduzidos detalhando os mecanismos da TFDA e suas dosagens, para entdo ser utilizados

clinicamente.

Em 2014, Cieplik et al., em uma revisdo tiveram como objetivo escrever sobre o
estado atual das técnicas da TFDA para inativar os biofiimes formados em vitro. Foram
revisados 22 estudos, porém todos sdo de dificil comparacao entre si devido a diferentes
protocolos de cultivos de micro-organismos, o que leva a formacdo de biofilmes distintos.
Outro ponto foi que em alguns estudos que tratam de inativagcdo de biofilme néo foi
verificada a presenca de polissacarideos extracelulares, fazendo com que alguns biofilmes
ndo fossem considerados verdadeiramente cariogénicos. Notou-se também que ha uma
grande diferenga entre biofilmes formados em vitro e in vivo, e que a espessura de biofilmes
formados em vitro e a quantidade de PEC alteram a eficacia da inativacdo pela terapia
fotodindmica. Em suma, os achados revisados tém como conclusdo que a terapia
fotodindmica é eficaz para inativacdo de biofilmes formados in vitro, no entanto a aplicacéo
oral ainda esta em fase inicial, utilizada em alguns casos como ferramenta de suporte para

tratamento de periodontite, peri-implantite ou infeccdo endodéntica.

Em 2017, de Freitas et al., fizeram uma revisdo sobre o efeito da TFDA nos biofilmes
monoespécie e multiespécies. Foram revisados 11 artigos, pesquisados nos bancos de
dados do Pubmed, usando descritores como terapia fotodindmica, quimioterapia
fotodindmica antimicrobiana e fotoinativacdo, todos associados a palavra biofilme. Alguns
trabalhos compararam os fotossensibilizadores, azul de metileno, Photofrin e eritrosina,
tendo como resultado a eritrosina como a mais eficaz. A curcumina também foi utilizada
como um fotossensibilizador, porém, entre todos, o mais utilizado foi a orto-toluidina. Os
resultados mostraram que a terapia fotodinamica foi eficaz na reducdo de contagem de S.
mutans para biofilmes monoespécie, e que os biofilmes multiespécies sao mais resistentes a
acao da terapia antimicrobiana devido a espessura e complexidade desses biofilmes. Esses
resultados podem estar associados ao fotossensibilizador utilizado, ou ao tempo de
exposicdo da terapia, ja que o efeito antimicrobiano parece ser dependente da dose. A
conclusdo foi de que uma solucdo seria 0 uso de abordagens de diferentes
fotossensibilizadores capazes de penetrar na matriz do biofilme ou ondas fotomecéanicas

capazes de levar o fotossensibilizador a camadas mais profundas do biofilme.

Em 2018, de Oliveira et al., avaliaram a eficacia da TFDA em micro-organismos de

biofilmes em microcosmos dentarios a partir de superficies oclusais dos primeiros molares
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permanentes ainda em fase de irrompimento. Para este estudo, foi coletado biofilme
dentario do primeiro molar permanente inferior direito parcialmente irrompido. Os biofilmes
foram cultivados em ambiente microcosmo sobre blocos de esmalte bovino em meio de
cultura acrescido de 1% de sacarose e a TFDA foi aplicada com luz LED (A = 625 nm, 40
mw, 18,75 J/cm? ou 37,5 J/lcm?). Os resultados mostraram que a terapia fotodinamica
mediada por azul de orto-toluidina (TBO) diminuiu significativamente a contagem de micro-
organismos em biofilmes de microcosmos dentarios. Ja o uso de azul de orto-toluidina
isolado ndo afetou a viabilidade bacteriana. As contagens de micro-organismos do grupo
com TFDA irradiado com 75 J/cm?) foram estatisticamente inferiores as contagens do grupo
controle. Em suma, a terapia mediada por TBO mostrou-se eficaz para a redugéo dos micro-
organismos, com uma tendéncia de efeito dose-dependente, sendo assim, eficaz contra os

biofilmes em microcosmos dentarios de primeiros molares em fase de irrompimento.

Em 2019, Vasconcelos et al., avaliaram se nanoparticulas de [-ciclodextrina
potencializariam o efeito antimicrobiano da terapia fotodindmica em biofilmes orais
monoespécie e em microcosmos usando azul de metileno e laser vermelho. A metodologia
utilizada foi o cultivo de biofilme em bloco de esmalte contendo Streptococcus mutans, ou
modelo de microcosmos contendo sacarose. A PACT foi realizada contendo 50 yM MB
associado ou nao a B-ciclodextrina encapsulada com MB a 32 pM por 5 min, seguida de
irradiacdo com laser vermelho (A = 660 nm, 320 J/cm?). Para avaliacdo da viabilidade
microbiana, foram feitas contagens de microrganismos e os resultados obtidos revelam que
os grupos tratados com PACT com ou sem a [3-ciclodextrina foram eficazes na reducédo de
S. mutans; porém, apesar de a redugdo microbiana ter sido numericamente substancial, a
presencga da nanoparticula B-ciclodextrina ndo potencializou significativamente (p > 0,05) o
efeito antimicrobiano. Alguns fatores podem ter interferido nesses resultados, dentre eles a
densidade de energia utilizada durante a irradiagdo, o tempo de irradiacéo, a concentragédo
do fotossensibilizador, além da idade do biofilme (biofilmes maduros) e presenca de glicose.
A luz isolada também mostrou resultados satisfatérios e isso se deve ao fato de que ela
pode desempenhar reacdes metabolicas e fisioldgicas nas células bacterianas. Concluiu-se
que a PACT mediada por MB associada a [-ciclodextrina foi capaz de reduzir
significantemente S. mutans nos biofilmes de microcosmos e, no modelo de biofilme de
monoespécie, foi encontrado uma reducao significativa de S. mutans para todos os grupos
guando a luz estava presente. Ndo houve potencializacdo do PACT com a adicdo de
nanoparticulas B-ciclodextrina, sendo necessarias mais investigacdes para obtencédo de
parametros de potencializacdo do efeito da terapia fotodindmica, na presenca da

nanoparticula.
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3 PROPOSICAO

Avaliar o efeito antimicrobiano da terapia fotodindmica mediada por azul de
metileno associado a nanoparticulas de B-ciclodextrina, laser e LED vermelhos em biofilme

bucal formado por micro-organismos colonizadores iniciais.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Delineamento experimental

Os micro-organismos colonizadores iniciais do biofilme bucal Streptococcus
gordonii, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis foram
padronizados a uma densidade otica de 0,03A e, posteriormente, cultivados em placas de
96 pocos durante 24h. Os grupos de estudo foram divididos da seguinte forma (n = 6): C-
(Controle negativo, NaCl 0,9%), CX (controle positivo, clorexidina 0,2%), L (Laser), LED
(light  emitting diode), F  (Fotossensibilizador/Nanoparticula), LF (Laser +
Fotossensibilizador/Nanoparticula) e LEDF (LED + Fotossensibilizador/Nanoparticula).

A reducd@o microbiana foi avaliada pela contagem de micro-organismos viaveis
em meio seletivo apés tratamento, os quais foram conduzidos nos grupos descritos na

Tabela 1 (n=3), em triplicata:

Tabela 1 - Divisdo dos grupos de acordo com cada tratamento realizado.

Fotossensibilizador/

Grupos LED Laser Nanoparticula
C Controle Negativo - - -
Controle
CX Positivo i i i
E Fotossensibilizador/ i i N
nanoparticula
L Laser - + -
Laser +
LF Fotossensibilizador/ - + +
nanoparticula
LED LED + - -
LED +
LEDF  Fotossensibilizador/ + - +

nanoparticula

4.2 Formacéo do biofilme bacteriano

Para inducdo do biofilme multiespécie foram preparados inicialmente 5 mL de
meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion Broth, Cat. # 53286 Millipore, Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha), com 500 pyL de suspensdo de cada micro-organismo cultivado
individualmente por 24h. Apos o periodo de incubacgdo, esses micro-organismos foram
padronizados a uma concentracdo D.O 0,03A e cultivados em 24 mL de BHI acrescidos de
sacarose a 1% (Sucrose, Cat. # 84100 Millipore Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha),

respectivamente (Stipp et al. 2013). Em seguida, 200 pL do pool de micro-organismos foram
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transferidos para os pocos da placa de microtitulagdo com 96 pocos (Costar Corning, New
York, EUA). A placa foi incubada durante 24h a 37°C em uma condi¢do atmosférica de 10%
de CO2 (Cole-Parmer, Vernon Hills, EUA). Subsequentemente a incubacéo, as suspensfes
foram entdo aspiradas e os pocos foram lavados duas vezes com 50 pL de solugao salina,

para remocao de células fracamente aderidas.

4.3 Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA)

A concentracdo do fotossensibilizador utilizada foi baseada na concentracéo
inibitéria minima do fotossensibilizador associado a nanoparticula de [-ciclodextrina de 32
MM que foi eficaz na TFDA encontrada em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa
(Vasconcelos et al., 2019; Moreira et al.,, 2018). O fotossensibilizador associado a

nanoparticula foi adicionado ao biofilme durante 5 minutos, como tempo de pré-irradiagao.

Apos a formacéo do biofilme, o meio de cultura foi retirado dos pogos, ficando
apenas o biofilme, que foi submetido aos tratamentos (Figura 1). Foi entdo adicionado
fotossensibilizador associado a nanoparticula na quantidade de 20 uM para cada biofilme
por 5 minutos aos grupos LEDF, LF, F, e clorexidina 0,2%, na quantidade de 20 uM para
cada biofilme por 5 minutos no grupo CX. Em seguida, tanto o fotossensibilizador como a
clorexidina foram removidos para que o biofilme pudesse ser irradiado (L, LED, LF, LEDF)
ou ndo para continuar os procedimentos (CX e F). Havia 2 placas de 96 pogos para cada

tipo de fonte de luz: uma que so recebeu irradiacdo laser e outra que recebeu LED.

Os grupos que receberam irradiagdo com luz laser (L e LF) foram expostos a luz
laser de baixa poténcia de GaAlAs (Laser duo — MM Optics, Sdo Carlos — SP), com
comprimento de onda de 660 nm, densidade de energia de 320 J/cm?, 100 mW de poténcia,
9 J de energia, 90 s, modo continuo e area do feixe de 0,03 cm? (Steiner-Oliveira et al.,
2015).

Os grupos que receberam irradiacdo com luz LED (LED e LEDF) foram expostos
a um dispositivo com 12 LEDs de 1000 mW cada, com comprimento de onda de 660 nm
(Bridgelux, Séao Paulo - SP). A area iluminada foi de 1,278 cm x 0,855 cm (tamanho padrao
das microplacas). A irradiacdo teve densidade de energia de 8,1 J / cm?, poténcia de 90
mW/cm? e energia de 8,1 J por 90 s. A distancia entre o LED e a placa permitiu uma

distribuicdo uniforme de luz em cada pogo (Moreira et al., 2018).

Apds os respectivos tratamentos, 50 uM de solugdo salina a 0,9% foram

adicionados aos pocos contendo o biofilme.
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4.4 Analise do biofilme

O volume de 50 uM de biofilme de cada pogo foi adicionado a 450 uM de
solucdo salina a 0,9% em microtubos. A suspensao obtida foi diluida em série decimal de
10! a 10® em solucéo salina (NaCl 0,9%) e inoculada, em triplicata, em placas de BHI agar
para determinag&o do numero de micro-organismos viaveis (UFC/mL) do biofilme. As placas
ficaram incubadas durante 48 h a 37° C em uma atmosfera parcial de 10% de CO,. Colbnias

representativas foram contadas utilizando-se um contador de coldnias e os resultados foram

expressos como unidades formadoras de colbnias por peso de biofilme (UFC/mL) (Figura 1).

Figura 1 - Diluicdo seriada dos micro-organismos do biofime em solugdo salina; placa de petri

ilustrativa do meio de cultura BHI agar em que os micro-organismos foram semeados.

4.5 Analise estatistica

A normalidade e homocedasticidade dos dados foram avaliadas pelos testes
Shapiro-Wilks e Levene, respectivamente e, como ndo houve distribuicdo normal, os dados
da viabilidade bacteriana em log:o foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguida de

teste de Dunn com nivel de significancia de 5%.



19

5 RESULTADOS

Os resultados de viabilidade bacteriana no biofilme estdo expressos na Figura 2,
de acordo com cada tratamento. Os micro-organismos formaram grande quantidade de
biofilme no controle negativo, assim como no grupo do fotossensibilizador/nanoparticula F (p
> 0,05). Por outro lado, o grupo controle positivo ndo demonstrou crescimento bacteriano,
mas sem diferencas estatisticas em relacdo aos grupos LF e LEDF. Os grupos irradiados
com LASER (L) e LED (LED) isoladamente apresentaram uma tendéncia de reducdo na
contagem dos micro-organismos, pois se assemelharam aos grupos da TFDA, porém sem
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle negativo.

AB

.

A
-~

10

Log;q UFC/mL

BC cD

; - L
4 I

0 D
C CX F L LED LF LEDF

Figura 2 - Viabilidade bacteriana em logio UFC/mL em biofilme inicial formado para cada grupo.
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6 DISCUSSAO

Uma das indicacdes da TFDA € seu uso no tratamento adjuvante minimamente
invasivo para o controle de doencas bucais biofilme-dependentes como a cérie dentéria,
pela inativacdo de micro-organismos envolvidos nesses processos, provocado por dano
oxidativo (Reis et al., 2019). O presente estudo mostrou a reducdo significativa de micro-
organismos colonizadores iniciais (S. gordonii, S. oralis, S. mitis e S. sanguinis), organizados
em biofilme, quando o fotossensibilizador azul de metileno, associado a nanoparticula 8-
ciclodextrina foi irradiado com a fonte de luz LASER e LED (grupos LF e LEDF). Da mesma
maneira, Vasconcelos et al. (2019) encontraram reducédo significativa na contagem de S.
mutans formados em biofilme monoespécie para os grupos de TFDA utilizando azul de
metileno como agente fotossensivel irradiado com luz LASER (A = 660 nm, 100 mW, 320
Jicm?) na presenga ou auséncia da nanoparticula B-ciclodextrina. Também observaram
reducdo significativa de S. mutans para o grupo de TFDA associando a [-ciclodextrina ao
azul de metileno em modelo de biofilme em microcosmo (micro-organismos provenientes de
saliva humana). Oliveira et al. (2018) avaliaram a eficAcia da TFDA em biofilmes
multiespécies cultivados em microcosmos a partir de micro-organismos coletados das
superficies oclusais dos primeiros molares permanentes ainda em fase de irrompimento. Os
biofilmes foram cultivados em ambiente microcosmo sobre blocos de esmalte bovino em
meio de cultura acrescido de 1% de sacarose e a TFDA foi realizada com luz LED (A = 625
nm, 40 mW, 18,75 J/cm? ou 37,5 J/cm?). Os resultados mostraram diminuicdo significativa
da contagem microbiana em biofilme microcosmos a partir de micro-organismos de dentes
em irrompimento. Méndez et al. (2018), também observaram reducdo de micro-organismos
totais, estreptococos totais, estreptococos mutans e lactobacilos totais apds tratar um
biofilme multiespécie formado em modelo de biofilme em microcosmo com azul de metileno
(0,01%) irradiado por luz LED (630 nm) a 75 J/cm?.

O uso das fontes de luz laser e LED nos grupos LF e LEDF n&o diferiram
estatisticamente do grupo controle positivo (clorexidina 0,2%), demonstrando a eficacia da
TFDA quando comparada ao grupo padrédo ouro. A fonte de luz LED associada a TFDA foi
capaz de reduzir a carga bacteriana no biofilme em 3,8 logio vezes e uma hip6tese para isso
€ que a luz LED possui caracteristicas fisicas como auséncia de colimacado e coeréncia, 0
gue resulta em bandas mais largas de emissédo da luz, podendo fornecer emissao de luz
durante toda a absor¢éo do espectro sensibilizador (Zanin et al., 2006). Dessa forma, ocorre
a otimizacdo de processos fotodinamicos, com reducao microbiana clinica significativa,
acima de 3 logio (Melo et al., 2015). O grupo de TFDA irradiado com luz LASER também

produziu diminuicdo de micro-organismos em 3,1 logio vezes, mostrando que os protocolos
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de terapia fotodindmica antimicrobiana propostos neste estudo foram eficazes contra
biofilmes multiespécies de micro-organismos colonizadores iniciais. Alguns estudos
encontraram dificuldade em mostrar inativagcdo microbiana em biofilmes multiespécies, como
Teixeira et al., (2012) que utilizaram um modelo in situ de formacao de biofilme, associando
o fotossensibilizador azul de orto-toluidina com irradiacdo por LED (55 J/cm?) e né&o
encontraram reducao significativa nas contagens tanto de Streptococcus totais como para
Streptococcus mutans. Além disso, Fontana et al. (2009), também testaram o efeito
antimicrobiano da terapia fotodindmica em suspensdes de biofilmes multiespécies e
observaram que bactérias orais sdo pouco afetadas pela TFDA. Isso ocorreu pela menor
susceptibilidade antimicrobiana quando os micro-organismos estao organizados em biofilme,
principalmente quando comparados com suas formas planctonicas. Biofiimes sdo mais
resistentes e diferem das células planctonicas de varias maneiras, incluindo a taxa de
crescimento, 0 metabolismo e a expressao génica (Zanin et al., 2005; Teixeira et al., 2012).
Ademais, em biofilmes expostos a sacarose, como € o caso do nosso estudo, as bactérias
ficam entremeadas por uma matriz de polissacarideos que as protege de riscos externos (de
Melo et al., 2013; Leal et al., 2017).

Os grupos com o uso das fontes de luz LASER (L) ou LED (LED) isoladas
apresentaram uma tendéncia (p > 0,05) de promover reducdo microbiana do biofilme, pois
tiveram comportamento semelhante aos grupos da TFDA, porém sem diferencga significativa
em relagdo ao grupo controle negativo. Uma explicagdo € que a irradiagéo isolada pode
desempenhar um papel fisiologico e metabdlico com inibi¢do de citocromos que participam
do transporte de elétrons para a fosforilacdo oxidativa (Robertson et al, 2013), podendo
provocar morte celular. Os micro-organismos colonizadores iniciais, que se aderem a
superficies dentarias limpas, sédo formados por uma microbiota oral especifica,
principalmente composta por S. sanguinis, S. oralis e S. mitis (Nyvad e Kilian, 1987), além
de Actinomyces (Dige et al., 2009). Com o amadurecimento da microbiota, outros grupos
mais cariogénicos como os Streptococcus mutans e os Lactobacillus colonizam o biofilme,
pela sua capacidade de produzir e sobreviver em meio &cido (Harper e Loesche, 1984). No
entanto, ja foi demonstrado que, na auséncia de S. mutans e Lactobacillus, a dissolucéo do
esmalte pode ocorrer por micro-organismos da microflora inicial, exclusivamente (Boyar et
al., 1989), pois essas Ultimas bactérias também s&o consideradas aciddricas e
acidogénicas, (Sansone et al., 1993; van Houte et al., 1996), quando s&o expostas a
acucares fermentaveis e, por consequéncia, podem promover a diminuicdo do pH do
biofilme (Takahashi e Yamada, 1999a). Dessa forma, é importante que esse biofilme inicial
seja controlado, pois 0s micro-organismos colonizadores iniciais estdo mais envolvidos com

o0 inicio das lesdes de cérie, jA que estdo presentes em biofilmes associados a lesdes de
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mancha branca (van Ruyven et al., 2000), além de dificultar a sucessdo microbiana de um

biofilme inicial para um biofilme maduro, mais cariogénico.

Novos estudos sdo necessarios para se aperfeicoar ainda mais as técnicas de
TFDA, a fim de promover morte bacteriana em micro-organismos de biofilmes especificos

mais maduros ou mesmo em microbiota periodontopatogénica.
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3 CONCLUSAO

A TFDA mediada por azul de metileno conjugado a B-ciclodextrina irradiada por
LASER ou LED foi eficaz na reducao microbiana de biofilme multiespécies composto por

micro-organismos colonizadores iniciais.
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Efeito antimicrobiano da terapia fotodindmica associado a nanoparticulas, laser ou

B renene . LED em biofilme de micro-organismos colonizadores iniciais
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® Sair — Parecer do orientador emitido em 12/08/2019 12:39:55
Desempenho do aluno no projeto: A aluna cumpriu todas as etapas laboratoriais propostas no estudo e apresentou o relatério final escrito. Os
resultados foram discutidos entre nés e a discussao fosse feita gl mente.

Desempenho académico do aluno: A aluna manteve seu bom rendimento académico com uma discreta reducéo do coeficiente de rendimento
(0.8038 inicial, 0.7921 parcial e 0.7953 final). Vai apresentar os dados do projeto no congresso do Pibic-Unicamp e demais da nossa area.

— Parecer do Assessor dado em 24/09/2019 16:48:14

A aluna foi capaz de concluir que a terapia fotodinamica irradiada por laser foi eficaz na redugéo microbiana de biofilme em comparagéo as
outras fontes de luz. O projeto contou com os controles apropriados, o que beneficiou o aprendizado da aluna. A aluna teve bom desempenho
escolar.
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