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RESUMO

Conceitos mais atuais sobre o controle da doenca cérie visam 0 uso de técnicas
minimamente invasivas. Dentre elas, o controle do consumo de sacarose, controle de biofilme,
uso de produtos fluoretados e a remocao seletiva de tecido cariado, quando a dentina
remanescente ainda é passivel de remineralizacdo ap6és vedamento adequado com a
restauracao do dente. Entretanto, essa dentina preservada, esta contaminada com bactérias
no interior da lesdo, podendo propiciar meios para que enzimas proteoliticas do hospedeiro
se tornem ativas e degradem a matriz coldgena da dentina. Entre outras terapias
antimicrobianas, a terapia fotodindmica se destaca por promover reducéo de microrganismos
e, a0 mesmo tempo, ndo propiciar resisténcia bacteriana, podendo ser um aliado ao
tratamento da doenca carie tanto de forma preventiva quanto no tratamento de dentina
cariada. Este tratamento utiliza um agente fotossensibilizador, que quando ativado por uma
luz visivel de comprimento de onda especifico e na presenca de oxigénio, pode gerar radicais
livres de oxigénio que s&o capazes de promover morte celular. Diversos fotossensibilizadores
e parametros de luz tém sido avaliados, no entanto, ainda néo foi determinado um protocolo
anticariogénico especifico. Assim, novas alternativas surgem com o intuito de padronizar e
melhorar 0 uso desse tipo de terapia, sendo algumas delas o uso de sais inorganicos,
nanoparticulas, novos fotossensibilizadores e outros aliados. No presente trabalho,
consideraremos 0s conhecimentos atuais do efeito da terapia fotodinAmica antimicrobiana

sobre microrganismos associados a carie dentaria.

Palavras-chave: Biofilmes. Céarie Dentaria. Fotoquimioterapia. Lasers.



ABSTRACT

Recent trends on caries control are based on minimally invasive techniques such as sucrose
intake control, biofilm removal, use of fluoridated products and selective caries removal prior
to tooth restoration, considering when reminiscent infected dentin can be re-mineralized with
an adequate sealing. However, the preserved dentin is still contaminated by bacteria that could
activate endogenous proteolytic enzymes that could cause degradation of the collagenic matrix
of dentin. Among other antimicrobial therapies, the photodynamic therapy (PDT) can be
highlighted as it promotes microbial reduction, while avoiding the development of bacterial
resistance, hence appearing as a promising treatment for caries prevention and for disinfection
of carious dentin. PDT uses a photosensitizing agent that after activation by light at a specific
wavelength and in the presence of oxygen, produces free oxygen radicals that promote
bacterial death. Several photosensitizers and light sources have been evaluated; however, a
specific anticariogenic protocol for PDT in cavity disinfection has not been established. Hence,
research has explored several options, trying to standardize this procedure, while improving
the efficacy by studying new photosensitizers, the addition of inorganic salts and nanoparticles.
This manuscript will review the current knowledge on the effects of antimicrobial PDT on caries

associated microorganisms.

Key Words: Biofilms. Dental Caries. Photochemotherapy. Lasers.
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1 INTRODUCAO

A cérie dentéria € uma doenca que apresenta uma alta prevaléncia no Brasil e no
mundo todo. Ao nivel mundial, segundo Kassebaum e colaboradores (2017), para o ano 2015,
a doenca bucal mais prevalente foi a carie dentaria em dentes permanentes, sem tratamento,
afetando 2,5 bilhGes de pessoas. Este estudo relatou que a saude bucal ndo melhorou no
periodo de 1990 a 2015, devido a demanda ndo atendida de tratamento odontologico, com
3,5 bilhdes de pessoas com doencas bucais ndo tratadas (Kassebaum et al., 2017). No Brasil,
segundo o levantamento epidemiolégico de 2010 do Ministério da Saude, a prevaléncia de
carie na denticdo decidua aos 5 anos é de 53,4%, aumenta a 56,5% na denticdo permanente
aos 12 anos, e continua aumentando drasticamente com a idade durante a adolescéncia
(76,1%) e fase adulta (99,1%) até praticamente 100% na velhice entre 65 e 74 anos (Ministério
da Saude, 2012).

A carie dentaria € uma doenca multifatorial, acucar-biofiime dependente,
caracterizada por um processo de desmineralizacdo e remineralizagdo dos tecidos
mineralizados do dente (Pitts et al., 2017). Para seu desenvolvimento é necessario 0
desequilibrio na interacdo de varios fatores, incluindo superficie dentaria, saliva, micro-
organismos especificos organizados em um biofilme, dieta e tempo (Fejerskov, 1997;
Murdoch-Kinch e McLean, 2003; Pitts et al., 2017), assim como outros fatores
comportamentais e socioecondmicos (Fejerskov, 1997). Uma alta frequéncia de ingestao de
carboidratos fermentaveis e uma higiene bucal ineficiente provocam a instalacdo da doenca
iniciando-se a formacéao de lesdes cariosas. Quando os fatores de risco ndo sédo controlados,
a progressao da doenca passa por varios estagios e culmina na formacdo de uma cavitacao,

comprometimento pulpar e a perda do dente, se nao tratada (Pitts et al., 2017).

Sendo esta uma doenca acUcar-biofilme dependente, os esfor¢cos devem ser
dirigidos ao controle de acumulo de biofilme e da ingestdo de carboidratos. No entanto,
terapias que dependem da colaboragéo do paciente nem sempre séo capazes de controlar as
doencas bucais (Loe, 2000). Uma vez desenvolvidas lesdes de carie, € necessario controlar
sua progressao analisando sua atividade, sua profundidade e planejando o tratamento mais
adequado para reter o dente pelo maior tempo na cavidade bucal, além de observar os riscos
de desenvolver novas lesées (Schwendicke et al., 2016). Em acréscimo, atualmente, com a
aplicacdo de critérios de minima intervengdo, é preconizada a remogao seletiva de tecido
cariado, retirando apenas o tecido necessario para melhorar a durabilidade e sucesso do
tratamento restaurador, preservando tecido passivel de ser remineralizado. Em casos de
lesbes muito profundas, proximas a polpa, recomenda-se deixar tecido amolecido, a fim de

minimizar o risco de exposicdo pulpar (Innes et al., 2016). Com o selamento adequado das
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margens da restauracdo, cessa-se a exposicdo de nutrientes as bactérias restantes,
aumentando assim a longevidade do dente ao propiciar meios para que o paciente consiga
realizar escovacao e utilizar o fio dental, preservando o maximo de estrutura dentaria possivel
e diminuindo os custos de tratamento ao evitar danos pulpares (Innes et al., 2016). No entanto,
as bactérias remanescentes podem servir como meios de ativacdo de metaloproteinases da
matriz da dentina (MMPSs) e catepsinas, as quais tém potencial para degradar matriz organica
de dentina, podendo levar a progressao da leséo e, consequentemente, a danos pulpares,
assim como podendo afetar também a adesao e longevidade das restauracdes (Mazzoni et
al., 2015; Takahashi e Nyvad, 2016). Dessa forma, existem alternativas que auxiliam tanto na
desinfeccdo de dentina cariada remanescente ap0s uma remocao seletiva, quanto na

prevencéo, atuando no biofilme.

Como um auxilio quimico a remocao mecanica do biofilme e como uma alternativa
a antimicrobianos, existem, atualmente, algumas terapias antimicrobianas aplicaveis, como a
terapia fotodindmica antimicrobiana (TFDa). Ela pode ser uma alternativa eficiente para a
prevencdo, reduzindo a formacdo de biofilme cariogénico (de Oliveira et al., 2019),
combatendo infeccdes causadas por acimulo de biofilme (Williams et al., 2004; Cieplik et al.,
2014) e também como uma nova abordagem antimicrobiana, no caso do estabelecimento e
progressao de lesbes cariosas (Wilson, 2004; Steiner-Oliveira et al., 2015). Estudos indicam
gue a terapia reduz significativamente, em biofilmes dentarios, a contagem de bactérias
associadas ao desenvolvimento de lesGes cariosas (Cieplik et al., 2014; De Freitas et al.,
2017). Apéds a lesdo ter progredido para o tecido dentindrio, a terapia pode auxiliar na
desinfeccdo da cavidade, diminuindo a quantidade de bactérias remanescentes ap0s a
remocao seletiva do tecido cariado (Melo et al., 2015; Steiner-Oliveira et al., 2015; Méndez et
al., 2017). Isto pode ser importante em les@es profundas, em que o tecido cariado esta muito
préximo a polpa, e uma remocao excessiva pode lesionar o tecido pulpar (Innes et al., 2016).
Além disto, possui baixa probabilidade de desenvolver resisténcia bacteriana devido a forma
gue age nos microrganismos, atingindo irreversivelmente o metabolismo celular e danificando
estruturas essenciais ao funcionamento das bactérias. Ademais, os beneficios ainda
abrangem uma atividade relativamente rapida, improbabilidade de danos aos tecidos vizinhos
e ndo perturbagcdo da microbiota habitual (Wilson et al., 1992; Williams et al., 2004; Cieplik et
al., 2014; Vecchio et al., 2015; De Freitas et al., 2017).

A TFDa consiste na aplicagdo de um fotossensibilizador que, na presenca de um
feixe de luz com um determinado comprimento de onda, age provocando a formacéo de
radicais livres de oxigénio, toxicos para as células bacterianas no biofilme (Vecchio et al.,

2015; De Freitas et al., 2017). Dentre os fotossensibilizadores mais utilizados no estudo de
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biofilmes cariogénicos estdo o azul de metileno e o azul de toluidina (De Freitas et al., 2017),
0s quais atuam produzindo espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto, que € um
dos principais mecanismos de toxicidade bacteriana na terapia fotodinamica (Wilson, 2004;
Teixeira et al., 2012; Vecchio et al., 2015; Vieira et al., 2018). Entretanto, estudos in vitro
demonstram reducao nas contagens bacterianas viaveis em biofilme de S. mutans em relagéo
ao controle negativo, quando da aplicacdo TFDa com azul de metileno, mas que néo atingem
0s mesmos valores quando comparado com outras terapias como a clorexidina (De Freitas et
al., 2017; Nemezio et al., 2017). No caso de estudos in vivo (Guglielmi et al., 2011; Steiner-
Oliveira et al., 2015; Ornellas et al., 2018; Alves et al., 2019) também foi observada a
diminuicao bacteriana quando aplicada a TFDa, porém apresentando valores menores a 3 log
de redug&o microbiana, considerado parametro de sucesso nesse tipo de terapia (Cieplik et
al., 2014; Melo et al., 2015). Por ultimo, devido a ampla variedade de fotossensibilizadores e
fontes de luz testados, ainda ndo ha um protocolo definido quanto aos melhores tempos de

pré-irradiacdo e irradiacédo para este tipo de terapia (Fumes et al., 2018).

Dessa maneira, novas pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito tanto de
melhorar o efeito da TFDa quanto de estabelecer um protocolo definido, por meio da adicéao
de adjuvantes. Entre alguns dos que tém sido testados se encontram as nanoparticulas de
ciclodextrina (Sales et al., 2019; Vasconcelos et al., 2019), peréxido de hidrogénio (Sales et
al., 2019), novos fotossensibilizadores como a associacdo de Papacarie com Urucum (Silva
Jr et al., 2020) e Diacetylcurcumin (Sanches et al., 2019), e sais inorganicos gue potencializam
o efeito dos fotossensibilizadores (Hamblin, 2017). Dentre eles, o iodeto de potassio (KI)
adicionado ao azul de metileno (Vecchio et al.,, 2015) ou outros fotossensibilizadores

cationicos (Vieira et al., 2018).
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi analisar, através de revisdo da literatura, o efeito da
terapia fotodindmica antimicrobiana sobre microrganismos associados a carie dentaria,

estudados em biofilmes e dentina cariada.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Chérie dentéria

A carie dentaria € definida atualmente como uma doenca multifatorial, ndo
transmissivel, mediada por biofilme e modulada pela dieta do individuo, sendo o consumo de
sacarose um fator determinante para o desenvolvimento da doenga (Pitts et al., 2017;
MacHiulskiene et al., 2020). Além disso, a doenca € dinamica, favorecendo a formacao da
lesdo cariosa, como resultado de diversas fases de desmineralizacdo (perda liquida de
minerais de tecidos duros dentais) e remineralizacdo (precipitacdo de minerais dos meios
supersaturados) devido as varia¢des de pH do biofilme (Leme et al., 2006). Entre os fatores
gue a determinam, podem ser citados fatores biol6gicos, ambientais, comportamentais e
psicossociais, resultando na associacao e desequilibrio deles, no desenvolvimento de lesbes
cariosas (Fejerskov, 1997; Murdoch-Kinch e McLean, 2003; Pitts et al., 2017). A estrutura
dental exposta ao acumulo de biofilme, a capacidade tampéo da saliva, assim como aos
habitos de dieta e higiene do individuo durante um periodo de tempo determinam o
desenvolvimento e progressado da lesdo cariosa, seja no esmalte, na dentina coronaria e

radicular higidos ou ao redor de restauracdes (Pitts et al., 2017).

O esmalte dental € o tecido mais mineralizado do corpo humano, composto
aproximadamente por 80 a 90% de minerais, 0os quais sdo constituidos por cristais de
hidroxiapatita (Angmar et al., 1963; Robinson et al., 1971; Elliott, 1997) e os 10 a 20%
restantes de matéria organica e agua (Robinson et al., 2000). Ja a dentina, possui
aproximadamente 70% de por¢cdo inorganica (cristais de hidroxiapatita), 20% orgéanica
(principalmente colageno) e 10% de agua (Goldberg et al., 2011). Devido a essas
caracteristicas, a dentina se torna mais suscetivel a desmineralizacdo pelos &acidos
produzidos pelas bactérias que comp&em o biofilme (Hoppenbrouwers et al., 1987; Moreno e
Aoba, 1991).

3.1.1 Biofilmes e microrganismos associados a carie dentaria

Biofilmes, de forma geral, sdo constituidos por diversos microrganismos em um
ambiente liquido que se aderem em superficies duras ndo descamativas e crescem envoltos
por uma matriz extracelular (Costerton et al., 1994; Costerton, 1995; Marsh e Bradshaw,
1995). A definicdo mais atual e que melhor define biofiime dental € uma associacéo de
microrganismos, embebidos em uma matriz extracelular composta por polissacarideos, que

se aderem na superficie do dente (MacHiulskiene et al., 2020).
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A microbiota que compfe os biofilmes orais é formada de acordo com as
caracteristicas do meio. Aqueles que se formam supragengivalmente possuem
microrganismos com caracteristicas aerébicas obrigatérias ou facultativas. Ja os formados
subgengivalmente, como ha caréncia de oxigénio, possuem mais bactérias anaerdbicas
obrigatérias ou facultativas, com fraca capacidade de adesdo e frequentemente moveis
(Robinson et al., 2000). Ainda h& a escolha do local dependendo da quantidade e do tipo de
nutricdo que chegard; nas superficies interproximais ha menor acesso aos nutrientes do que
nas superficies vestibular e oclusal, porém a autolimpeza pela saliva é dificultada nessas
areas possibilitando uma maior chance de sobrevivéncia (Robinson et al., 2000). A formacéo
de biofilme mais espesso ocorre principalmente em tecidos que ndo possuem renovacao
celular e, portanto, ndo descamam, como o0s dentes, as proteses (fixas e removiveis) e
materiais restauradores (Gibbons e Houte, 1973), podendo provocar doencas orais quando

nao removidos.

O biofilme, composto por microrganismos capazes de metabolizar carboidratos
fermentaveis e produzir 4cidos que desmineralizam a estrutura dental pode ser modificado
pela frequéncia e tipo de carboidrato consumido, alterando a sua composicao e estrutura,
aumentando o seu potencial cariogénico, determinando o tipo de bactéria e caracteristicas do
biofilme com potencial para desenvolver lesdes cariosas (Loesche, 1986). Estas carateristicas
sdo determinadas por um alto e frequente consumo de carboidratos, principalmente de
sacarose (Leme et al., 2006; Van Loveren, 2019) junto com deficientes habitos de higiene
bucal quer seja de forma mecénica, por meio da escovac¢do dental ou de forma quimica, por
meio de substéncias que interferem no metabolismo das bactérias cariogénicas (Pitts et al.,
2017; Van Loveren, 2019).

Os primeiros microrganismos que se aderem a superficie dental possuem
receptores em seu exterior que interagem com uma camada de glicoproteinas salivares que
estdo aderidas na superficie do dente exposta a saliva, chamada de pelicula adquirida,
tornando possivel a adesao inicial (Robinson et al., 2000). A partir desses microrganismos
especificos (como o Streptococcus Mitis, Streptococcus sanguis e Actinomyces viscosus)
outros se aderem a eles; ha producdo de uma matriz extracelular (composta por
polissacarideos produzidos pelas bactérias, outras macromoléculas e elementos derivados
da saliva e fluido gengival) e multiplicagdo dos que melhor se adaptaram aquela condigcéo a
gue estao expostos. Isto torna esses microrganismos, que vivem em comunidade, mais
protegidos da acdo do organismo hospedeiro comparados aqueles que estdo isolados,
tornando possivel o espessamento desse biofilme (multiplicacdo bacteriana) e a maior

resisténcia a agentes antibacterianos (Robinson et al., 2000). Esta resisténcia ocorre devido
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a dificuldade de difusdo do agente antimicrobiano ao longo de todo o biofilme; a diversidade
de microrganismos resistentes e sua taxa de crescimento lenta; e a capacidade que algumas
bactérias possuem de inativar ou neutralizar o agente microbiano através de enzimas (Cieplik
et al., 2014; De Freitas et al., 2017).

3.1.2 Formacdao e progressédo da leséo cariosa

O acumulo de biofilme por tempo prolongado, assim como a exposi¢cao deste
biofilme aos acgucares fermentaveis da dieta, provoca a desmineralizacao da estrutura dental
(Pitts et al., 2017). As lesbes de carie dentaria sdo iniciadas, geralmente, em superficies
supragengivais, especialmente nas superficies com sulcos, féssulas e fissuras, pois a
colonizacdo destes locais ocorre por microrganismos mais especificos e dificulta a remocao
deles (Carvalho et al., 1989). A colonizagdo ocorre primeiramente por microrganismos
aerdbicos, capazes de aderir & pelicula adquirida. A medida que essa comunidade inicial vai
aumentando, ha cada vez menos oxigénio nesse biofilme e os microrganismos sao
substituidos por espécies que precisam de menos oxigénio para sobreviver, 0s anaerébios
facultativos. Um dos microrganismos mais importantes e prevalentes no desenvolvimento das
lesbes cariosas € o0 Streptococcus mutans, uma bactéria anaerdbica facultativa com
capacidade de manter-se em intimo contato com as superficies do dente, inclusive as lisas
livres, e de produzir 4cidos em maior velocidade que outros patégenos da doenga, sendo o
maior responsavel por iniciar a desmineralizacédo dentaria (Hamada e Slade, 1980; Loesche,
1986; Caufield et al., 1990). Essa espécie é considerada acidogénica (produtora de &cido) e
acidurica (capaz de tolerar ambientes 4&cidos), além da capacidade de produzir
polissacarideos extracelulares que alteram a composicao e estrutura do biofilme (Leme et al.,
2006). A colonizacao por este grupo de microrganismo ocorre muito cedo, apesar disto, a
propor¢cdo na cavidade bucal é relativa & dieta do individuo durante a erupcdo dos dentes.
Quando o dente esta exposto desde sua irrupcao a dieta rica em sacarose, 0s sulcos, fossulas
e fissuras terdo uma propor¢cdo muito maior destes microrganismos, aumentando a chance

de desenvolvimento de lesdes cariosas (Frostell et al., 1967; Hamada e Slade, 1980).

Deste modo, quando o biofilme dentario é exposto a carboidratos fermentaveis,
0s microrganismos produzem acidos e por consequéncia o pH do fluido diminui, o que
perturba o equilibrio entre o mineral do dente (hidroxiapatita) e os fluidos bucais (fluido do
biofilme e saliva) (Pitts et al., 2017). Quando cessa a exposi¢do aos carboidratos e o pH
comecga aumentar, ha uma resposta para manter o equilibrio por meio de trocas ibnicas,
acarretando a precipitacdo de minerais. Isto acontece por meio da ac¢éo da saliva, que permite

a reposicéo parcial de minerais perdidos da estrutura dental e a diluicdo e neutralizacdo dos
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acucares e dos acidos, gracas a seu pH e sua supersaturacdo de ions calcio e fosfato em
relacdo aos minerais do dente (Pitts et al., 2017). Porém, o dindmico processo de
desenvolvimento das lesbes cariosas consiste em mudancas constantes de periodos de
remineralizacdo e desmineralizacdo, que quando desequilibrados, provocam a perda
frequente dos minerais do dente ocorrendo a formacéo das lesdes cariosas (Pitts et al., 2017).

3.1.3 Abordagem conservadora de lesdes cariosas e desinfec¢cdo de cavidades

O controle da doenca carie requer acdes preventivas e interventivas que permitam
a paralisacéo de lesdes iniciais ndo cavitadas ou cavitadas, quando necessario (Innes et al.,
2016). O grupo ICCC (International Caries Consensus Collaboration) redefiniu os termos
relacionados a forma de tratar os pacientes com a doenca céarie, acordando que o manejo da
doenca carie é referente ao tratamento do individuo como um todo e ndo focando apenas no
elemento dental, através de meios nao invasivos (como orientacdo de higiene bucal, dieta,
aplicacao de fluor); j& o manejo da leséo cariosa esta vinculado ao tratamento do dente (Innes
et al., 2016). Desse modo, em les@es iniciais ndo cavitadas, é necessario o manejo da doenca
carie e também da leséo cariosa, por meio do controle do biofilme assim como interferindo
nos processos de desmineralizacdo e remineralizacéo (Tellez et al., 2013; Innes et al., 2016).
Apoés a formacdo da cavidade, a melhor abordagem deve ser realizada, avaliando o dente
envolvido, a profundidade da leséo, os procedimentos e materiais a serem utilizados, assim
como a possibilidade de remocao total ou parcial do tecido cariado envolvido (Innes et al.,
2016; Schwendicke et al., 2016; Schwendicke, 2017; Ricketts et al., 2018).

Convencionalmente, o tratamento das lesbes cariosas visava a remoc¢ado maxima
de tecido cariado da cavidade, a fim de deixa-la o mais livre de bactérias possivel, para que
ocorresse a remissdo completa da doenca naquele 6rgao dentario (Keyes, 1960). A remocao
nao seletiva de dentina é considerada um tratamento excessivo e hdo mais estimulado, pois
aumenta consideravelmente a chance de lesionar ou comprometer o tecido pulpar (Thompson
et al., 2008; Ricketts et al., 2013; Schwendicke et al., 2013;), remove tecido duro passivel de
remineralizacéo (Ngo et al., 2006) e, de acordo com o ICCC, pode aumentar a ansiedade do

paciente, particularmente em criangas (Innes et al., 2016).

Diante disto, o ICCC prop6s alguns principios e termos para nortear a remogao
seletiva do tecido cariado (ndo mais nomeada remoc¢do parcial ou incompleta) visando
preservar a maior quantidade de estrutura dentaria possivel, a fim de manter a saude e
vitalidade pulpar, aumentar a longevidade do dente na cavidade bucal, propiciar ambiente
adequado para vedar as margens da cavidade, e evitar ansiedade do paciente, uma vez que

0 tratamento se torna menos invasivo e consequentemente mais rapido (Innes et al., 2016;
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Ricketts et al., 2018). Outra das vantagens é a de evitar ou ao menos adiar o ciclo restaurador
(Brantley et al., 1995).

Dependendo da extensdo e profundidade da cavidade, o tecido cariado pode
apresentar diversas caracteristicas. De acordo com Innes e colaboradores (2016), a nivel
histolégico, estas divisbes do tecido cariado dentinario séo nomeados a partir da superficie
mais oclusal, como: zona necrética, zona contaminada, zona desmineralizada, zona
translicida, dentina secundéria e dentina terciaria (Figura 1), as quais clinicamente
apresentam-se como dentina amolecida (necrética e contaminada), dentina descrita com
textura de couro (a0 mesmo tempo desmineralizada), dentina firme (transllcida) e dentina
dura (secundaria e terciaria) (Figura 1). O grupo ICCC acordou que o termo “dentina
infectada” esta desatualizado, pois remete a ideia de doenca transmissivel. Além disso,
orienta sobre a necessidade de utilizar instrumentos manuais para identificar a consisténcia

da dentina no momento da remocéo (Innes et al., 2016).

Secgdo transversal de Secgdo transversal da lesdo cariosa Tubulo Termos histolégicos Dentina:
um dente com lesdo ampliada dentinario Manifestagoes
cariosa na superficie clinicas (tateis)
oclusal .
Zona necroética
% - Dentina macia
% R 4 Zona contaminada
1 " AR
1 B 1
1 1
N 8 m
' i . . | (Dentina com
i ! & Zona desmineralizada textura de couro)
Zonatranslicida — Dentina firme
Dentina secundaria Dentina dura
L A S

Dentina terciaria

Figura 1 - Representac¢do das zonas da leséo de céarie
Fonte: traduzido de Innes et al. (2016)

Sendo assim, para lesbées moderadas a orientagdo é fazer remocéao seletiva da
dentina cariada, removendo-se apenas a dentina necrosada (Figura 1). A dentina
remanescente precisa ser de consisténcia firme, com consisténcia de couro (transi¢ao entre
a mole e a firme, que gera certa resisténcia ao remover com instrumento manual) ou firme
(alguma pressao é necessaria para retira-la). Além disso, as paredes circundantes devem
contar com tecido duro preservando o esmalte com sustentacdo nas margens da lesdo, para
permitir um adequado vedamento da restauracao. Isto é realizado, pois, atualmente, entende-
se que somente a dentina contaminada deve ser removida e. aquela que é passivel de
remineralizacdo. € preservada como € o caso da dentina com textura de couro e a dentina
firme (Innes et al., 2016; Schwendicke et al., 2016; Schwendicke, 2017; Ricketts et al., 2018).

J& em lesBes mais profundas, com proximidade a polpa, recomenda-se realizar a remocao
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seletiva para dentina mole (pouca forga € necessaria para retird-la), evitando lesionar ou irritar
indiretamente o tecido pulpar, lembrando que esta abordagem é recomendada apenas para
dentes vitais assintomaticos (Innes et al., 2016).

Sabe-se que ndo é possivel a remocdo completa das bactérias, mesmo se for
viavel retirar todo o tecido cariado visivel (Lager et al., 2003; Lennon et al., 2007, 2008). Com
a remocao de dentina cariada, h& diminuicdo na contagem total do nimero de bactérias, em
diferentes meios de escavacdo, mas ainda assim existem microrganismos remanescentes
(Lennon et al., 2007, 2008), mesmo na dentina dura, aquela que teoricamente estaria “livre
de carie”, quando algumas bactérias persistem (Lager et al., 2003). No entanto, outras
pesquisas mostram que é inviavel a multiplicagdo bacteriana em um ambiente desprovido de
nutrientes, com uma restauracdo com um adequado selamento (Going et al., 1978; Oong et
al., 2008) que limita 0 acesso das bactérias cariogénicas aos nutrientes que sao utilizados

como meios para a progressao da lesédo (Kidd, 2004).

Além disso, sabe-se que a presenca de bactérias no tecido cariado € um dos
mecanismos para a degradacao da dentina, favorecendo a ativacdo de metaloproteinases de
matriz (MMPs) (Takahashi, 2015). Estudos mostram que lesdes cariosas em dentina além de
bactérias sacaroliticas possuem bactérias proteoliticas, como a Prevotella (Aas et al., 2008),
a qual pode utilizar a matriz organica da dentina como substrato para producdo de acidos
(Takahashi e Yamada, 2000; Takahashi e Sato, 2001, 2002; Takahashi, 2015). O meio acido
ativa as proteinases que naturalmente se encontram de forma inativa na dentina (cisteino-
catepsinas e MMPs), e que também sdo encontradas em lesdes de carie dentinaria
(Tjaderhane et al., 1998, 2015; Sulkala et al., 2002; Nascimento et al., 2011; Takahashi, 2015).
Estas proteases ativas podem aumentar a degradacdo da dentina previamente
desmineralizada, principalmente por meio da degradacdo de colageno, resultando em uma
possivel progressdo da lesdo, podendo causar injarias ao tecido pulpar (Tjaderhane et al.,
1998; Takahashi e Nyvad, 2016;) e degradagéo da camada hibrida em restauragdes (Mazzoni
et al., 2015).

Entretanto, ainda nao esta claro se, em longo prazo, a dentina amolecida, deixada
proxima a polpa, refletira em danos, pois ndo é possivel avaliar as condi¢gfes histolégicas e
subclinicas destes dentes (Kidd, 2004; Ricketts et al., 2018). Por isto, diminuir a quantidade
de bactérias tanto da dentina amolecida, deixada préxima a polpa para nao lesiona-la, quanto
da coriacea ou dafirme, as quais séo passiveis de remineralizagéo (Innes et al., 2016; Ricketts
et al., 2018), pode aumentar a chance de obter sucesso com o tratamento de minima
intervencéo (Steiner-Oliveira et al., 2015) e interferir nos processos de degradacdo da matriz

organica de dentina em lesdes cariosas profundas iniciados pelos acidos bacterianos.
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Com isso, visando o0 sucesso dos tratamentos minimamente invasivos e dos
tratamentos restauradores realizados com uma remoc¢ao parcial de dentina cariada tém-se
discutido a importancia de desinfetar essa dentina remanescente para diminuir os riscos de
agressoes pulpares, progressao de lesGes cariosas e degradacdo de camada hibrida, visto
que independentemente da quantidade de tecido cariado removido bactérias remanescentes
ainda continuam no tecido ( Tjaderhane et al., 1998; Lennon et al., 2007, 2008; Mazzoni et al.,
2015; Takahashi e Nyvad, 2016). Uma das formas de alcancar esse objetivo € a utilizacdo de

lasers por meio da terapia fotodindmica antibacteriana.

3.2 Lasers em odontologia

A utilizagdo de luz amplificada pela emisséo estimulada de radiagdo (LASER) na
odontologia € uma alternativa coadjuvante para os tratamentos convencionais (Najeeb et al.,
2016). A luz interage com os tecidos podendo ocasionar diferentes resultados dependendo
do tipo de luz e da poténcia utilizada. Os lasers de alta poténcia sdo utilizados em
procedimentos como cirurgias de tecido mole (Uraz et al., 2018), procedimentos endodoénticos
(de Moura et al., 2010) e procedimentos em tecido duro como diminui¢éo da hipersensibilidade
(Lopes e Aranha, 2013) remocédo de lesbes de céarie e desinfeccdo em esmalte e dentina,
assim como materiais restauradores (Bello-Silva et al., 2013; Sozzi et al., 2013). Os de baixa
poténcia sdo muito utilizados como coadjuvantes por possuirem efeitos analgésicos,
antinflamatorios e bioestimulante (reparacao de tecidos), em procedimentos como: diminuicado
da hipersensibilidade dentinaria (Pourshahidi et al., 2019), agente dessensibilizante em
dentes com Hipomolarizacdo Molar-Incisivo (Machado et al., 2019), prevencao de carie em
esmalte (Zezell et al., 2009), diagndstico de cérie (Braga et al., 2010), tratamento ortoddntico
(Ferreira et al., 2016), tratamento de trismo apds radioterapia (Bernal Rodriguez et al., 2019),
tratamento de desordens temporomandibulares (Madani et al., 2020) e para tratar herpes
labial recorrente (Al-Maweri et al., 2018). Além disso, podem ser utilizados associados a
fotossensibilizadores para tratamentos antimicrobianos envolvendo areas como periodontia
(Gandhi et al., 2019), endodontia (Queiroga et al., 2010; Schwendicke, 2017; de Miranda e
Colombo, 2018) e em lesdes cariosas ( Steiner-Oliveira et al., 2015; Bargrizan et al., 2018;

Alves et al., 2019), recebendo o nome de Terapia Fotodindmica Antimicrobiana.

3.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDa)

A terapia fotodindmica foi descoberta ha cerca de 100 anos e, devido a sua

efichcia no tratamento contra células cancerigenas, as pesquisas para usa-la como
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antimicrobiano cessaram e retornaram ha pouco tempo. Esta pausa ocorreu também devido
a descoberta dos antimicrobianos sistémicos (Moan e Peng, 2003). Entretanto, nos dias atuais
cada vez mais microrganismos estdo adquirindo resisténcia aos antimicrobianos existentes e,

por isto, as pesquisas nessa area estdo crescendo cada vez mais (Cieplik et al., 2014).

A TFDa é um tratamento que utiliza um agente fotossensibilizante, uma luz visivel
de comprimento de onda adequado que na presenca de oxigénio molecular e age provocando
a morte celular bacteriana por meio da paralizacéo das atividades do metabolismo celular ou

de danos a estruturas essenciais (Cieplik et al., 2014).

3.3.1 AplicacBes da TFDa

A TFDa é utilizada em diversas areas da Medicina e da Odontologia para tratar
infeccbes localizadas. Um dos exemplos é a area da dermatologia, a qual utiliza este tipo de
tratamento em lesdes oriundas de virus como herpes simples (Moore C et al., 1972; Rossi et
al., 2009) e HPV (Ichimura et al., 2003) e em lesGes causadas por bactérias, como a acne
(Kwada et al., 2002). Na cavidade bucal, age no tratamento de doencas causadas por fungos
como candidiase, por virus como herpes, e por bactérias como as doencas periodontais e a
cérie dentaria, sendo que todas sdo susceptiveis ao tratamento fotodinamico (Donnelly et al.,
2007; Kharkwal et al., 2011; Costa et al., 2012). Nas doencas periodontais, antimicrobianos
sdo usados contra patégenos resistentes a terapia convencional que dificultam a paralisacédo
da progressao da doenca (De Melo et al., 2013). Grzech-Lesniak et al. (2019) mostraram que
associar a TFDa com a raspagem e alisamento radicular pode melhorar os resultados clinicos
e microbiolégicos (Grzech-Lesniak et al., 2019). Nos tratamentos endodénticos a TFDa pode
ser utilizada para auxiliar na eliminacao dos microrganismos persistentes no interior do canal
- 0s quais podem levar a falha do tratamento ocasionando em lesfes periapicais - devido suas

caracteristicas antimicrobianas (de Miranda e Colombo, 2018).

Em relagéo a carie dentaria a TFDa pode ser utilizada tanto para a prevencgéo do
aparecimento de lesbes cariosas, ao erradicar bactérias cariogénicas do biofilme dental
(Cieplik et al., 2014), quanto para tratar os sintomas da doenca, as lesdes de carie (de Oliveira
et al., 2019). Atualmente, para controlar o desenvolvimento das lesdes de carie, 0 meio mais
efetivo depende da colaboracdo do paciente através de bons e efetivos habitos de higiene
bucal, na presenca de fluoreto, e uma dieta controlada em carboidratos fermentaveis ( Loe,
2000; Costa et al.,, 2004), o que nem sempre é alcancado, dificultando a abordagem
terapéutica. Assim, como um auxilio quimico a remog¢do mecénica do biofilme, existem,
atualmente, algumas terapias antimicrobianas aplicaveis, como o uso de clorexidina, iodo e

outros antimicrobianos para ajudar a diminuir a quantidade de microrganismos patogénicos
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da cavidade oral (Nemezio et al., 2017; Fumes et al., 2018). Entretanto, a agdo destes
antimicrobianos em biofilmes dentais é limitada, devido & capacidade de autoprotecdo dos
microrganismos gque vivem nesta comunidade, 0os quais sdo capazes de criar resisténcia a
alguns destes antimicrobianos (Cieplik et al., 2014). Além disso, estes antimicrobianos
possuem restricoes e efeitos adversos se utilizados em longo prazo, sendo um exemplo, a
clorexidina, a qual pode causar perda da sensibilidade gustativa temporaria, queimacao e
manchamento dos dentes, em longos periodos de uso (Nemezio et al., 2017).

Assim, a terapia fotodindmica antibacteriana apresenta alguns atributos
desejaveis no controle de microrganismos da doenca carie, tais como néo causar resisténcia
bacteriana, atingir diversos tipos de microrganismos patogénicos, ser seletiva para ndo causar
danos aos tecidos hospedeiros, acao relativamente rapida, ndo perturbacdo da microbiota
normal, além de possuir um bom custo beneficio para ampliar seu uso nos mais diversos
ambientes de tratamento ( Wilson et al., 1992; Wilson, 2004; Cieplik et al., 2014; Vecchio et
al., 2015; De Freitas et al., 2017). Para realizar a aplicacao dessa terapia € necessario um
fotossensibilizador e uma luz em determinado comprimento de onda que consiga ativa-lo e

assim matar as bactérias daquele local (De Freitas et al., 2017).

3.3.2 Mecanismo de acdo da TFDa

A terapia fotodindmica antimicrobiana € uma técnica aplicada por meio de dois
elementos. O primeiro passo inclui a aplicacéo tépica de um fotossensibilizador (FS), na regido
de interesse por um tempo especifico (tempo de pré-irradiacdo); o segundo é fotoativa-lo,
iluminando-o com uma luz de comprimento de onda especifico que provoca a excitacdo das
moléculas deste FS. Assim, na presenca de oxigénio molecular, esse processo resulta ha
producao de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais sao tdxicas para diversos tipos de
microrganismos tais como as bactérias, fungos, virus e parasitas, mas nao € letal para o
hospedeiro (Hamblin e Hasan, 2004). Isto ocorre porgue na TFDa utiliza-se o FS topicamente
com uma concentragdo segura, direcionando o local da acdo, que receberd o
fotossensibilizador que agira rapidamente nas células microbianas, enquanto esta agdo nas

células de mamiferos é mais lenta (Demidova e Hamblin, 2004).

O FS aplicado topicamente sobre o biofilme ir4 fotossensibilizar as células,
ligando-se geralmente a membrana citoplasmatica (Hu et al., 2018), por um determinado
periodo de tempo, chamado de tempo de pré-irradiacdo. Posteriormente, ao absorver a luz,
as moléculas do FS séo excitadas, fazendo com que o oxigénio presente em seu estado
fundamental sofra transicdo até ser convertido para o estado tripleto excitado. Nesse estado

e na presenca do oxigénio molecular, pode sofrer dois tipos de rea¢des: no primeiro
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mecanismo, o FS pode transferir elétrons para moléculas da célula bacteriana, acarretando
na formacao de radicais e ions radicais 0s quais interagem com 0 oxigénio molecular para
gerar espécies reativas de oxigénio como o peréxido de hidrogénio (H20.), radicais hidroxila
(OH") e superodxido (O2); ja no segundo mecanismo, a energia é transferida para o oxigénio
molecular, em seu estado fundamental, formando o oxigénio singlete (*O>) (Figura 2), o qual
€ altamente reativo ( Foot, 1991; Allison e Moghissi, 2013; Cieplik et al., 2014; De Freitas et
al., 2017; Hu et al., 2018; Reis et al., 2019). Assim que essas espécies reativas de oxigénio
sdo geradas (onde quer que o FS tenha permanecido), elas atingem as moléculas adjacentes,
como os polissacarideos, lipideos, proteinas e o DNA, induzindo a apoptose ou necrose das
células do microrganismo (Figura 2) (Konopka e Goslinski, 2007; Hu et al., 2018).
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Figura 2 - Esquema do mecanismo de ac¢do da TFDa
Fonte: traduzido de Reis et al. (2019)

Os FS séo moléculas organicas insaturadas que possuem um grande coeficiente
de absor¢cdo no espectro de luz visivel especifico, e sua penetragéo e fixagdo influencia
diretamente a eficacia da terapia, sendo esta caracteristica determinada pela estrutura
guimica do corante e pela estrutura da célula alvo (George et al., 2009). Eles precisam ter um
efeito antimicrobiano alto por meio da afinidade com diversos microrganismos, caracteristicas
especificas que permitam a penetracdo e adesao as células microbianas tornando-a um alvo
fotossensivel (Alves et al., 2009); ser o menos toxico para o tecido hospedeiro (Soukos e
Goodson, 2011) e ter alta capacidade de gerar oxigénio singlete, (Maisch et al., 2007) o qual

pode matar as bactérias (Hamblin, 2016).
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Existem diversos tipos de FS testados nos estudos realizados com a TFDa, em
diferentes aplicagbes na Odontologia. Alguns dos que apresentam melhor eficicia contra
microrganismos da cavidade oral sdo os FS catidnicos azul de toluidina, azul de metileno e
fotoditazina e os anidnicos rosa de bengala e eritrosina (Cieplik et al., 2014; Steiner-Oliveira
et al., 2015; De Freitas et al., 2017; Nemezio et al., 2017; Hu et al., 2018). Os FS de carga
positiva possuem melhor eficacia contra as bactérias Gram negativas (G’), devido a
membrana externa dessas células conterem alta quantidade de lipopolissacarideos (LPS), os
guais tém carga negativa, que limitam a difusdo dos outros corantes (Malik et al., 1992; Nitzan
et al., 1995; Minnock et al., 2000). Os FS neutros e 0s carregados negativamente conseguem
permear a parede celular e se difundir na maioria das bactérias encontradas nas lesdes
cariosas, porém tém facilidade de acdo principalmente em bactérias Gram positivas (G+),
como os Streptococcus (Hu et al., 2018), pois possuem uma parede celular mais porosa,

permitindo, portanto, maior difusdo dos FS (Malik et al., 1992).

O azul de metileno foi um dos primeiros FS estudados derivados da Fenotiazina
(Cieplik et al., 2014) e segundo de Oliveira et al. (2019) é o mais estudado contra os
microrganismos responsaveis pela doenca carie (de Oliveira et al., 2019). Ele é um FS
catibnico que atua produzindo alta quantidade de espécies reativas de oxigénio, como o
oxigénio singleto, que € um dos principais mecanismos de toxicidade bacteriana na terapia
fotodindmica (Wilson, 2004; Tardivo et al., 2005; Vecchio et al., 2015; Vieira et al., 2018). Tem
facilidade de acdo em bactérias G* devido a difusdo facilitada, mas também consegue agir
nas G (Mirouze et al., 2018). Outros FS bastante estudados contra microrganismos da cérie
sdo: azul de toluidina (AT), curcumina (CUR), rosa de bengala (RB) e indocianina verde (ICG

— do inglés Indocyanine Green) (de Oliveira et al., 2019).

A luz utilizada na TFDA deve ter caracteristicas adequadas para que o
fotossensibilizador escolhido a absorva e consiga agir na célula, como um comprimento de
onda adequado — de acordo com o FS utilizado, uma determinada poténcia, um tempo de
irradiacéo eficaz, um didmetro de saida da luz apropriado e um foco adequado (Vecchio et
al., 2015; De Freitas et al., 2017; Hu et al., 2018). Diferentes fontes de luz sao utilizadas,
como a luz branca, laser de hélio e nebnio (He/Ne), luz LED (do inglés light emitting diodes,
diodos emissores de luz) e laser de diodo (Fumes et al., 2018). A luz LED, com comprimento
de onda entre 450 a 660 nandmetros, cuja luz visivel varia de azul a vermelho é uma das mais
utilizadas, pois é de facil manuseio, baixo custo, com boa eficiéncia elétrica e 6ptica ( Walsh,
1997; De Freitas et al., 2017), permitindo amplas emiss@es de luz abrangendo toda a area a
ser sensibilizada devido a falta de uma perfeita colimacgéo e coeréncia (De Freitas etal., 2017),

contrério ao ocorrido com o laser. De Oliveira et al. (2019) encontraram que a luz mais utilizada
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foi a LED vermelha com comprimento de onda variando entre 625 a 670 nm (de Oliveira et
al., 2019). Utilizar o comprimento de onda adequado para determinado FS é importante, pois
a absorcéo de luz leva os componentes celulares das células bacterianas sensibilizadas a um
estado de excitacao, a fim de que o FS interaja com o oxigénio molecular, iniciando a formacéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO), entre eles, oxigénio singleto (Cieplik et al., 2014; De
Freitas et al., 2017), diminuindo ou eliminando os microrganismos (Hamblin, 2016), incluindo
aqueles relacionados a doenca cérie.

3.4 Efeito da TFDA em biofilmes cariogénicos

O controle mecéanico do biofilme muitas vezes é dificultado por fatores como
distarbios motores (Nemezio et al., 2017), doencas neuropsicolégicas ou outras necessidades
especiais (Tahmassebi et al., 2015). Assim, atualmente, em casos em que ha necessidade de
reforgar o controle da atividade microbiana, é indicado o uso de antimicrobianos como a
clorexidina, a qual possui diversos efeitos colaterais. Além disso, 0s microrganismos podem
criar resisténcia a ela e outras substancias (Cieplik et al., 2014). Nesse sentido, a TFDa pode
ser uma alternativa eficaz para a prevencao de lesdes cariosas, reduzindo a formacao de
biofilme cariogénico, tendo em vista que atua diretamente em um dos fatores causais da
doenca cérie, as bactérias, incluindo as mais cariogénicas como S. mutans e Lactobacillus
(Steiner-Oliveira et al., 2015; Méndez et al., 2017; Fumes et al., 2018). Ademais, por agir
localmente e diretamente sobre 0s microrganismos, ndo causa distlrbios nos tecidos bucais

(Wilson, 2004).

Para analisar qual o melhor protocolo para aplicar a TFDa em biofilmes
cariogénicos as pesquisas devem analisar diversos fatores incluindo os modelos de biofilmes
utilizados nos estudos, pois este € um fator importante para demonstrar a eficacia da terapia,
devido a complexidade destes e seu comportamento na cavidade bucal (Méndez et al., 2017).
Os biofilmes monoespécies, por serem menos complexos, possibilitam uma facilidade maior
de acdo dos antimicrobianos (De Freitas et al., 2017), porém podem gerar resultados
conflitantes considerando a realidade clinica da cavidade bucal. Os biofilmes multiespécies
sdo mais resistentes devido a sua espessura e complexidade, podendo acarretar na
diminuicdo da penetragdo dos FS (De Freitas et al., 2017). Por fim, os estudos em modelos
de biofilme de microcosmo oral, os quais sdo uma associagdo de microrganismos da
microbiota oral natural que mantém as caracteristicas dos biofilmes clinicos, podem melhorar

a qualidade e previsao dos efeitos antimicrobianos na cavidade bucal (Méndez et al., 2017).

Dessa forma, para analisar o efeito da TFDa em microrganismos, diferentes

estudos podem ser realizados, como 0s in vitro, in situ, in vivo e estudos clinicos randomizados
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(ECR) ou ndo. Os modelos de estudo in vitro sdo importantes para analisar se tratamentos
podem ter resultados diante de alguns parametros usados na tentativa de imitar a cavidade
bucal, porém devido a complexidade desse ambiente e aos diversos tipos de microrganismos
encontrados, os resultados podem ser diferentes, sendo necessario também estudos in vivo
para confirmar se o tratamento realmente é eficaz e se pode ser aplicado clinicamente (Araujo
et al., 2015; de Oliveira et al., 2019). Os modelos in situ sdo mais complexos do que 0s in
vitro, pois permitem avaliar condi¢cdes mais préximas aquelas encontradas na cavidade bucal,
criando condicdes de crescimento de biofilme similares. Entretanto os resultados in vivo ainda
assim podem ser diferentes, com isso, esses modelos servem como parametro para que 0s
ECR possam ser realizados (Teixeira et al., 2012). Este tipo de estudo, segundo o guia
CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) (2010), é considerado o padréo ouro
nas avaliacfes de intervencdes em saude e devem seguir uma metodologia rigorosa para nao

gerarem resultados tendenciosos (Alves et al., 2019).

Com isso, diversos estudos in vitro, tém sido realizados para demonstrar o efeito
da TFDa em microrganismos especificos do biofilme cariogénico, sobretudo os monoespécies
(De Freitas et al., 2017). Wood et al. (2006) analisaram biofilmes compostos por S. mutans,
utilizando AM, eritrosina e fotofrin como FS, em uma concentracédo de 22 uM por 15 min, e
pelo mesmo tempo utilizaram uma lampada de filamento de tungsténio de 400 W (luz branca)
como fonte de luz, irradiando o biofilme a uma disténcia de 30 cm (intensidade média da luz
foi de 22,7 mW/cm? na faixa de comprimento de onda 500-550 nm (regido de absorcdo
maxima pela eritrosina) e 22,5 mW/cmz2 na faixa de comprimento de onda 600-650 nm (regido
de absorcdo maxima por AM e fotofrin). Observaram que com a eritrosina houve reducéo de
cerca de 2.2 logio UFC em biofilmes formados ha 48 h, ja em biofilmes mais antigos (288 h)
houve diminuicdo em cerca de 3 logio UFC. O AM conseguiu diminuir em aproximadamente
1,5 logio UFC (biofilme 48h) e 2,6 logio UFC (288 h). O fotofrin foi menos eficaz com uma
maior reducdo no biofilme mais antigo, em 1,1 logl0 UFC. Este estudo mostrou que a
eritrosina, seguida pelo AM, apresentaram bons resultados na diminuicdo da contagem de
bactérias do biofilme (Wood et al., 2006). Tokubo et al. (2018) também estudaram a eficacia
in vitro da eritrosina e AM, porém em concentragées maiores 100 e 250 uM, e com periodo
de pré-irradiagdo e exposi¢do a luz menores, de 5 min e 2 min, respectivamente. Para
irradiagdo, também foi utilizada luz halégena de filamento de tungsténio com 232 W,
comprimento de onda na faixa de 400—-700 nm e poténcia de 600 mW/cm?2 (0,6 J/cm?2). A
ativacao de luz foi fracionada em 4 periodos de 30 s, os quais foram intercalados com periodos
de escuridao de 30 s, com distancia de 3 cm entre a luz e o biofilme. Optaram por misturar os
dois fotossensibilizadores, obtendo maiores resultados do que quando foram usados

separadamente, com uma reducdo de 3,2 logww e 5,3 logi nas UFC, utilizando as
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concentracoes de 100 uM e 250 uM, respectivamente. Os fotossensibilizadores usados
separadamente, na concentracdo de 250 uM, também conseguiram reduzir significativamente
a contagem bacteriana, sendo que a eritrosina diminuiu em 4,5 logioe 0 AM em 4,3 logi as
UFC (Tokubo et al., 2018).

Um estudo conduzido por Nemezio et al. (2017) com modelo de biofilme de S.
mutans, cultivado por 18 horas, e frequentemente exposto a sacarose, mostrou resultados
significativos utilizando o AM (0,01%). Utilizaram um tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos e
laser diodo com comprimento de onda de 660 nm por 90s a uma distancia de 2 mm do campo
de trabalho (o diametro de saida de luz foi de 0,028 cmz2, com poténcia de 100 mW, densidade
de energia de 320 J/cm? (9J) e irradiancia de 1415 W/cm?). Isto diminuiu a contagem de
bactérias viaveis em aproximadamente 1,5 logio UFC, comparado ao controle, e reduziu a
concentracao de polissacarideos intra e extracelulares importantes para a cariogenicidade do
biofilme. De acordo com os autores, a terapia fotodinamica pode ser considerada um método
eficiente para controle de biofilme, uma vez que utilizar esta terapia, com estes parametros,
duas vezes por dia, mostrou diminuir a viabilidade bacteriana do biofilme de S. mutans
(Nemezio et al., 2017). Ainda, a utilizacdo de AM (100 uM) por 10 minutos (pré-irradiacao),
usando LED (comprimento de onda de 660 nm; area do feixe de 0,028 cmz; poténcia de 473
mW; irradiancia de 166,8 mW/cm?2) em diferentes tempos de irradiacao foi analisada por Leal
et al. (2017). Foi observada morte de todas as bactérias apds irradiacédo de 6 min (60 J/cm3),
guando ndo houve exposicao a acucar e para erradicar o grupo exposto a glicose necessitou
de 8 minutos (80 J/cm?). Concluiram que o efeito da terapia € proporcional a exposicao da luz

e que a presenca de glicose pode atrasar a inativacdo microbiana (Leal et al., 2017).

Azizi et al. (2016) analisaram os FS azul de toluidina e indocianina verde em
biofiimes de S. mutans. Encontraram que houve erradicacao total do nimero de bactérias,
utilizando AM (2%) por 1 min e ICG (0.2%) por 2 min e irradiacdo por 60 s. A luz utilizada foi
laser de diodo no comprimento de onda de 660 nm, com poténcia de 40 mW e densidade de
energia de 2,4 J/cm2 para 0 AM; ja para a ICG o comprimento de onda utilizado foi de 810 nm,
poténcia de 100 mW e densidade de energia de 6 J/cmz2 (Azizi et al., 2016). Por outro lado, ao
analisar essa terapia contra Lactobacillus acidophilus, com AM (1%) e ICG (0,01%), por 2 min,
e laser de diodo (comprimento de onda de 808 nm e densidade de energia de 9,48 J/cm por
37 e 74 s e 660 nm e densidade de energia de 1,88 J/cm2 por 37 s e 74 s, para ICG e AM,
respectivamente), obteve-se que a ICG nao reduziu significativamente os microrganismos. No
entanto, o0 AM em todos 0s grupos promoveu significativa redu¢do no numero de colbnias,
chegando a mais de 99%, e inibicdo de crescimento de L. acidophilus (Azizi et al., 2018). Em
outro estudo, Beytollahi et al. (2017), também analisaram esses fotossensibilizadores com luz

LED, em um comprimento de onda de 635 nm com poténcia de saida de 220 mW para o AT
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e 810 nm com poténcia de saida de 250 mW para ICG. O tempo de pré- irradiacdo foi de 5
min e o de irradiacdo foi de 30 s, com 17,18 J/cm? de densidade de energia para AT e 15,62
J/icm? para ICG. Houve diferencas significativas na redugcdo da formacgédo de biofilme em
ambos os FS, sendo que o AT (100 uG / mL) reduziu em 63,87% e o ICG necessitou de uma
concentracao maior, 1000 uG/mL, para reduzir em 67,3%. Os pesquisadores concluiram que
a capacidade de formacgéo de biofilme de S. mutans diminuiu gradualmente com o aumento
das doses, portanto, para reduzir significativamente a formacéo de biofilmes e a contagem de
células bacterianas, sdo necessarias concentracdes maiores destes corantes (Beytollahi et
al., 2017).

Outros microrganismos também tém sido estudados. Soria-Lozano et al. (2015)
analisou biofilmes formados por S.mutans, S. sanguis e C. albicans, utilizando os FS AM, RB
e CUR, nas concentracfes de 0,1-12800 pg/ml. Utilizaram lampada de iodetos metalicos
emitindo comprimentos de onda entre 420-700 nm, com irradiancia especifica para o
comprimento de onda de cada FS - 665 nm (AM), 557 nm (RB) e 430 nm (CUR), com diametro
do feixe de luz de 21 cm e fluéncia de 37 J/cm2. Analisaram trés tempos de pré-irradiacéo (1
min, 1 h e 3 h), seguidos de 6 min e 51 s de ativagéo por luz a distancia de 10 cm e diametro
do feixe de 21 cm. Todos os FS utilizados obtiveram reducéo de 6 logl0 UFC, porém em
concentracoes diferentes. Para atingir este resultado em cepas de S. mutans, no menor
tempo, a concentracdo minima de cada FS foi de 0,31-0,62 ug/ml (RB), 1,25-2,5 ug/ml (AM)
e a CUR de 80-160 ug/ml. Para o S. sanguis a concentracdo de AM permaneceu a mesma,
0 RB precisou de 0,62-1,25 ug/ml e a CUR de 160-320 pg/m. Conforme o tempo de pré-
irradiacdo aumentou, menores concentracoes foram necessarias. Analisando as cepas de C.
albicans, o AM conseguiu melhores resultados, ho menor tempo de pré-irradiacao,
conseguindo diminuir em 5 logio UFC com 80-160 ug/ml, ja a RB e a CUR necessitaram de
concentracdes entre 320-640 ug/ml e mais que 1280 ug/ml, respectivamente (Soria-Lozano
et al., 2015). Outro estudo, conduzido por Lee et al. (2017), também obteve significativos
resultados quanto ao uso da curcumima como FS. Eles compararam o efeito da curcumina,
do extrato de curcuma “xanthorrhiza” (CXE) e da combinacdo destas contra células
planctonicas de S.mutans. Utilizaram a concentracdo de 10, 100, 1.000 e 10.000 ng/ml. A luz
utilizada foi LED com comprimento de onda de 405 nm (poténcia de 84,5 mW para 300 s com
densidade de energia de 25,3 J/cm?). Obtiveram como resultado que na maior concentracéo
a curcumina e a combinacao dos FS tem seu efeito antibacteriano diminuido, sendo potentes
em todas as demais concentracdes, chegando a reducao total da contagem bacteriana. Ja o
CXE possui um efeito antibacteriano maior quanto maior a concentracdo, sendo que 1.000
ng/ml associada a fonte de luz diminuiu de 6,29 para 0,33 logio UFC/mI (reducéo de cerca de

5,96 logio) € quando a concentragdo de 10.000 ng/ml foi utilizada chegou a reducéo total.
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Portanto, esses fotossensibilizadores podem ser efetivos na TFDA (Lee et al., 2017). Nima et
al. (2020) também estudaram o efeito da terapia fotodindmica em S.mutans (células
plancténicas) associada a curcumina nas concentracdes de 50 uM e 500 UM, por 3 minutos.
Como fonte de luz utilizaram um diodo emissor de luz “polywave” (10 mm de didmetro externo,
com emissao de 1275 mW/cm2 em alta poténcia, com comprimento de onda entre 385-515 e
dois picos em 409 nm e 454 nm, uma area de 0,95 cm? a 1 mm de distancia, obtendo
irradianica de 839 mwW/cm?) por 40 s fracionados (20 s, espera de 5 s, 20 s), obtendo uma
irradiancia final de 33,5 J/cm2. Os resultados obtidos mostraram que ambas concentractes
do FS foram igualmente eficazes, erradicando completamente as bactérias, sendo que com
50 uM houve alteracdo na morfologia dos microrganismos, com formacdo de vacuolos,
irregularidades na membrana celular e precipitacdo de particulas; ja com 500 uM houve
menos alteragbes na membrana e mais precipitagcdes, mas também produziu vacuolos

demonstrando que a curcumina pode ser eficaz na TFDa (Nima et al., 2020).

Muller et al. (2007) utilizou o AM (concentracdo n&o informada) para analisar o
efeito da TFDa em biofilmes multiespécies (Actinomyces naeslundii, Veillonella dispar,
Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sobrinus, S. oralis e Candida albicans), por 60 s
(pre-irradiacao) e laser com comprimento de onda de 665 nm (75 mW) por mais 60 s. Nao

foram obtidos resultados significativos na reducéo de microrganismos (Muller et al., 2007)

Araljo et al. (2014) analisaram a eficacia da curcumina e curcumindides
(dissolvidos em N-Dimetil-D-Glucamina) em concentra¢c@es de 0,75, 1,5, 3,0, 4,0 e 5,0 g/L
contra biofilmes multiespécies de S. mutans e Lactobacillus acidophilus e em biofilmes
cultivados sobre lesGes de dentina cariada, por um tempo de 5 min, antes de iluminar com
uma luz LED com comprimento de onda de 450 nm (intensidade real de 19 mW/cm? e uma
fluéncia média estimada de 5,7 J/cm?) por outros 5 min. Nas trés primeiras concentracdes
mencionadas, houve diminuicdo de até 99,9% nas células viaveis do biofilme e ndo houve
diminuicdo significativa nos biofilmes relacionados a carie dentinaria. Ja na concentracdo de
4,0 g/L de curcumina, houve reducéo de 44,4% relacionado a leséo cariosa e de 69,4% com
a concentracdo de 5 g/L de curcumina, sendo que ambas as concentra¢des reduziram em
100% o biofilme cultivado nos pogos sem exposi¢cdo a lesdo cariosa. Os pesquisadores
concluiram que estes microrganismos sao susceptiveis a TFDA com os parametros utilizados,

porém sao menos quando estdo em lesdes cariosas em dentina (Aradjo et al., 2014).

Quishida et al. (2015) utilizaram luz LED e o corante fotoditazina (PDZ) em
biofilmes multiespécies formados por Candida albicans, C. glabrata e S. mutans. O FS foi
diluido em solugéo fisiologica nas concentragbes de 100, 150, 175, 200 e 250 mg/L. Os
biofilmes foram expostos a fonte de luz LED na regido do vermelho, com comprimento de

onda de 660 nm, intensidade de luz de 71 mW/cm? e uma fluéncia de 37,5 J/cmz2. O tempo de
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pré-irradiacdo foi de 20 min, seguidos de fotoativacéo por 9 min. A maior reducdo na contagem
bacteriana ocorreu quando a concentragdo de 200 mg/L de PDZ foi utilizada, diminuindo em
1,21 logo, 1,19 logio € 2,39 logio 0s microrganismos C. albicans, C. glabrata e S. mutans,
respectivamente. Mostrou também uma diminui¢éo significativa no metabolismo celular nos
biofilmes, cerca de 36,4% (Quishida et al., 2015).

Sabe-se que pode haver diferengas nos resultados ao realizar estudos com
biofilmes formados in vitro e in situ, devido a complexidade destes na cavidade bucal (De
Freitas et al., 2017). Sendo assim, Teixeira et al. (2012) estudaram biofilmes de S. mutans em
ambas as condic6es. O FS utilizado foi o0 azul de toluidina (100 pg/ml) com um tempo de pré-
irradiacdo de 5 min seguido da irradiagdo com luz LED no espectro vermelho, com
comprimento de onda de 638,8 nm, poténcia de 31,8 mW/cm?, a 2 mm de distancia do
biofilme, por 15 min. Os resultados in vitro mostraram que a TFDa foi efetiva contra os
microrganismos neste modelo de biofilme (reducao de cerca de 5,48 logio), porém, frente a
complexidade dos biofilmes in situ, ela ndo demonstrou resultados significativos (Teixeira et
al., 2012).

A TFDA também tem sido utilizada para estudos em biofilmes formados com
modelo de microcosmos. Em um estudo piloto de de Oliveira et al. (2018) biofilmes cultivados
na superficie de primeiros molares permanentes parcialmente erupcionados foram analisados
utilizando uma concentracdo de AT (200 mM), com tempo de pré-irradiacdo de 2 min e um
aparelho de LED (Biotable® RGB), com comprimento de onda azul, verde e vermelha e
densidade de poténcia de 10, 20, 30 e 40 mW/cm2 com tempos de irradiacao distintos (468 s,
935 s e 1870 s). A maior diminuicdo na contagem de células viaveis foi observada utilizando
0 maior tempo de exposicao a luz (cerca de 31 minutos), com a densidade de energia de 75
J/icm?, com uma reducdo média variando de 2,15 a 2,37 logio UFC/mL de todos os grupos
microbianos. Os pesquisadores concluiram que a terapia foi efetiva em reduzir a viabilidade
de microrganismos especificos do biofilme em microcosmo oral e que este efeito de atividade

antimicrobiana é dose-dependente (de Oliveira et al., 2018).

Nesse contexto, um estudo foi realizado com 15 voluntarios que utilizaram
aparelhos removiveis contendo blocos de esmalte, para que biofilme crescesse in situ ao
decorrer de duas semanas. O efeito da TFDa nos blocos de esmalte foi analisado in vitro,
utilizando o FS eritrosina, assim como a dose necessaria de luz para matar os microrganismos
organizados em biofilme. As concentracdes utilizadas do corante foram de 22 e 220 pM com
tempo de pré-irradiacdo de 15 min e mais 15 min de exposicdo a luz branca (lampada com
filamento de tungsténio (400 W) com poténcia de 22.7 mW/cm2 no comprimento de onda de
535 nm). A reducdo média na contagem de bactérias foi de 86,3% e 95,3% relacionadas as

concentracdes de 22 e 220 puM, respectivamente. Apos isso, ha segunda fase do estudo, eles
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testaram variados tempos de aplicacdo de luz (2, 5 e 15 min e irradiacéo fracionada com 5
min de luz, 2 min no escuro, e mais 1 min de exposi¢ao a luz) com a concentracao de 220 pM
e obtiveram que a reducéo bacteriana é dose-dependente. Sendo que no menor tempo (2
min) houve reducado média de 61%, com 5 min 81,7%, com irradiacéo fracionada 87% e com
15 min 94,5% na contagem total de bactérias. Assim, concluiram que os dois Ultimos tempos
podem ser utilizados eficazmente em biofilmes (Tahmassebi et al., 2015).

O efeito da TFDa também foi estudado contra as bactérias remanescentes de

lesdes cariosas em dentina.

3.5 Efeito da TFDa em dentina cariada

As lesGes de céarie em dentina sao preocupantes quando muito profundas devido
a proximidade com a polpa, em que a remocéao nao seletiva de dentina cariada pode exp6-la,
complicando o tratamento odontolégico (Innes et al., 2016). Assim, com 0 aumento da pratica
da odontologia minimamente invasiva, diversas pesquisas tém sido realizadas a fim de

mostrar a acdo da TFDa na desinfeccéo de dentina cariada.

Méndez et al. (2017) realizaram um estudo em microcosmo de céarie dentaria
cultivada a partir de dentina infectada de criancas. Como fototossensibilizador, utilizaram o
AM (268 uM) por 2 min (tempo de pré-irradiacdo) e como fonte de luz utilizaram o aparelho
de LED (Biotable® RGB), no espectro de luz visivel vermelha (625 +- 30 nm) por 935 ou 1870
s (correspondente a 37,5 ou 75 J/cm?) em uma distancia de cerca de 25 mm (1cm? de area
coberta), com irradiancia de 40 mW/cm2. A terapia, utilizando 75 J/cm? (aproximadamente 31
min), reduziu a contagem de microrganismos totais e de streptococcus totais em 1,58 logo,
de S. mutans em 1,36 logio € para Lactobacilli em 1,97 logio. Utilizando o tempo de irradiacéo
menor (cerca de 16 min) a reducdo da contagem microbiana nao foi clinicamente relevante,
reduzindo em menos de um logaritmo as UFC. Assim, concluiram que houve reducgéo da

viabilidade microbiana e que isso parece ser dose- dependente (Méndez et al., 2017).

Outro fotossensibilizador estudado para dentina cariada foi o Azul de toluidina.
Melo et al. (2010) analisaram in vitro a eficacia desse FS contra biofilmes de S. mutans.
Utilizaram a concentragdo de 0,1 mg/ml por 5 min e como fonte de luz foi utilizado LED
(comprimento de onda entre 620 a 660 nm — com pico em 638,8nm-, com uma ponta cilindrica
de diametro de 9,5 mm, com 2 mm de distancia e poténcia de 40 mW), por um tempo de 5,
10 ou 15 min (47, 94 e 144 J / cm?2). Obtiveram que somente a luz, por 15 minutos, conseguiu
diminuir em 3,47log, ja associado ao FS reduziu 1,80, 2,48 e 5,80log UFC de S. mutans,

correspondentes aos tempos de irradiagdo de 5, 10 e 15 min, respectivamente. Portanto, a
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TFDa utilizando estes parametros foi eficaz contra S. mutans (Melo et al., 2010). O efeito da
TFDa em dentina cariada também foi analisado por meio de estudos in situ.

Lima et al. (2009) analisaram o efeito da TFDa em dentina cariada in situ, através
de biofilmes formados sobre a dentina em aparelhos removiveis, utilizadas pelos voluntarios,
0s quais pingavam solucdo de sacarose a 40%, dez vezes ao dia, por 14 dias. Ao final desse
tempo as amostras de dentina foram coletadas e expostas ao azul de toluidina (100 pg) por 5
min. Posteriormente, foi utilizado luz LED de 40 mW (ponto de 9,5 mm, a 2 mm de distancia)
para fotoativacéo por 5 min (47 J/cm2) ou 10 min (94 J/cm?2). Com isso, obtiveram diminuic&do
significativa nas bactérias da carie dentinaria. Quando somente LED (94 J/cm?) foi utilizado
houve reducdo em Streptococcus totais de aproximadamente 4,3log e ao associa-lo com o
FS a reducao foi de 3,5 (47 J/lcm?) e 5,1log (94 J/cm?). Em relacdo ao S. mutans a diminuicéo
em logio foi de 3, 3,5 e 4, correspondente ao FS+5 min irradiacdo, somente a luz (10 min) e
FS+10 min de irradiacéo, respectivamente. Quanto aos Lactobacilli, no tempo de exposicao a
luz de 10 min, a reducao foi similar com e sem o AT (cerca de 4,5 e 4,3log1o, respectivamente)
ja com 5 min associado ao AT, a reducao foi de aproximadamente 3,1l0g10). Considerando os
microrganismos totais a diminuicdo bacteriana em logio foi de 5 (94 J/cm?), 5,2 (AT+94 J/cm?)
e 4,1 (AT + 47 J/lcm?). Assim, concluiram gque estes parametros foram efetivos em reduzir uma
grande variedade de microrganismos em condi¢cfes semelhantes aquelas encontradas in vivo
(Lima et al., 2009). Dessa maneira, os FS azuis tém sido bastante estudados para o

tratamento de dentina cariada in vivo.

Melo et al. (2015), realizou um estudo clinico randomizado para analisar os efeitos
da TFDa utilizando o FS AT na concentracao de 100 pug/mL por 5 min. Apéds isso, mantendo
uma distancia de 2 mm, a dentina remanescente fotossensibilizador foi irradiada com luz LED
por 5 min (comprimento de onda de 630 nm; poténcia de 150 mW; fibra ética de 6 mm;
fornecendo uma energia total de 94 J/cm?).  Obtiveram que houve reducdo de
aproximadamente 1,07 log UFC/mg de dentina para microrganismos totais e 1,08 para S.
mutans, para Lactobacillu a diminui¢&o foi maior, de 1,69 UFC/mg de dentina. Assim, concluiu-
se que houve uma reducdo estatisticamente significativa para todos 0s microrganismos

analisados (Melo et al., 2015).

Utilizando ortho-AT nesta mesma concentracdo (0.1 mg/mL)+LED e AM
(0.01%)+laser, Steiner-Oliveira et al. (2015) estudaram o efeito in vivo da TFDa em dentes
deciduos com lesBes cariosas profundas em dentina. Apés a remogéo da zona necrética de
dentina o FS foi aplicado. O tempo de pré-irradiagdo foi de 60 s (0-AT) e mais 60 s de
irradiagdo com LED de luz vermelha (comprimento de onda de 630 nm, com poténcia de 100
mW; 9,0 J de energia e densidade de energia de 30,0 J/cm?); j& para o AM o tempo de pré-

irradiac&o foi de 5 min seguido de 90 s de aplicacdo de luz vermelha com laser de baixa
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poténcia (com comprimento de onda de 660 nm, 100 mW de poténcia; 9,0 J de energia e
densidade de energia de 320,0 J/cm?). Assim, utilizando o-AT+LED e AM+Laser conseguiram
uma reducéo (em logio) de microrganismos universais (0,43 e 1,2), S. mutans (0,38 e 0,45),
Streptococcus sobrinus (-0,51 e 0), L. casei (0,41 e 0,78), F. nucleatum (0,28 e 0,45) e
Atopobium rimae (0,83 e 0,62), respetivamente. Com isso, obtiveram uma reducdo de todos
0s microrganismos testados (exceto Streptococcus sobrinus), independentemente do tipo de
FS e fonte de luz utilizadas, porém sem diferencgas estatisticamente significativas comparadas
ao grupo controle (remocao seletiva para dentina amolecida e restauracdo com ionémero de

vidro modificado por resina) (Steiner-Oliveira et al., 2015).

Por outro lado, Araudjo et al. (2015) conseguiram resultados significativos na
reducdo microbiana, in vivo, de dentes com lesfes cariosas ativas e profundas. Apés a
remocéo de dentina cariada, utilizaram AM (100 mg/mL) por um tempo de pré-irradiacao de 5
min, com uma fonte de luz branca (utilizada sem o filtro de comprimento de onda, permitindo
um comprimento de onda entre 500 e 800 nm e 260mW de poténcia), por um periodo
fracionado de 1 min (30 s de irradiacéo — 20 s pausa — 30 s irradiacdo). Eles encontraram que
a TFDa diminuiu em média 2,5 log os microrganismos da dentina superficial e na dentina
profunda; quando houve irradiacao direta, obtiveram reducéo de 1.9 log, jA quando ndo houve
irradiacéo direta foi de 2,3 log UFC. Analisando os Streptococci a reducao foi de 2,4, 2,2 e
2,2, semelhantemente para Lactobacilli cuja reducéo foi 2,5, 2,1 e 2,0, correspondente a
dentina superficial, profunda com irradiacdo direta e profunda sem irradiacdo direta. Assim,
concluiram que a terapia foi efetiva (Aradjo et al., 2015). Outro estudo nesse sentido foi
realizado por Alves et al. (2019) em gque analisaram o efeito da TFDa em dentes deciduos
com lesdes de carie ativa na superficie oclusal. Realizaram uma remocéao seletiva de tecido
cariado, deixando dentina firme préxima a polpa. Apés isso, foi aplicado o FS AM (0.005%)
por 5 min (tempo de pré-irradiacéo) e foi utilizado laser (espectro vermelho, com comprimento
de onda de 660 nm, 100 mW de poténcia, densidade de energia de 640 J/cm?) por 180 s como
fonte de luz. Obtiveram que antes da remogé&o seletiva havia 5,51 UFC/mg de S. mutans na
dentina cariada (em logio), ap6s a remocéao havia 4,59 e, posteriormente a TFDa, esse numero
diminuiu para 2,71, ou seja, houve uma diminuicdo de 2,8 logic UFC (92.6%). Portanto,
concluiu-se que essa terapia € efetiva na diminuicdo da carga bacteriana sem interferir na
longevidade e sucesso do tratamento restaurador (Alves et al., 2019). Entretanto, como ainda
nao ha um protocolo estabelecido para o tratamento de lesdes cariosas com a TFDa, mais
estudos séo necessarios a fim de este método possa ser aprimorado e utilizado clinicamente

com melhores resultados (Aradjo et al., 2015).

3.6 Novas abordagens com a TFDA
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Como visto, a TFDa pode ser um coadjuvante interessante no tratamento da
doenca carie, para uso tanto profilatico como terapéutico, podendo auxiliar nas intervengdes
minimamente invasivas com remocao seletiva de tecido cariado. No entanto, a fim de que seja
considerada um antimicrobiano ou antibacteriano, é esperado que a terapia reduza em pelo
menos 3 logip as Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) (Cieplik et al., 2014; Melo et al.,
2015). Além disso, existem diversos protocolos testados utilizando diferentes
fotossensibilizadores e concentracdes, assim como diferentes pardmetros de luz, mostrando
resultados conflitantes na literatura (Balhaddad et al., 2020). Assim, estudos testando novas
abordagens estédo sendo realizados na tentativa de determinar um protocolo de uso clinico da

TFDa para o tratamento de biofilmes cariogénicos e lesdes cariosas em dentina.

Karygianni et al. (2014), a fim de melhorar os resultados da diminuigdo microbiana
com a TFDa em biofilmes, realizaram um estudo com AT e “Chlorin €6” (um fotossensibilizador
catibnico com estado tripleto de longa duracao, bastante utilizado em terapia contra células
cancerigenas), na concentracdo de 100 pg/mL, com tempo de pré-irradiacdo de 2 min.
Segundo os autores, a inovacao do estudo é relacionada a fonte de luz utilizada, pois
atualmente as mais utilizadas sao provenientes de laser ou LED. Utilizaram uma banda larga
com comprimentos de ondas no espectro visivel (VIS) e infravermelhos A (WIRA) filtrados por
agua, chamado de radi¢do de banda larga VIS + wiRA (irradiancia de 200 mW/cm?), a qual
pode ser utilizada com diferentes tipos de fotossensibilizadores. Essa fonte de luz foi utilizada
por 5 min (48 mW/cm2 VIS e 152 mW/cm2 wiRA) em biofilmes obtidos in situ. Em biofilmes
iniciais, o AT reduziu até 3,8 log10 UFC e a “chlorin e6” em 3,7 logl0 CFU; analisando
biofiimes maduros também houve diminui¢cdo significativa com ambos FS em bactérias
aerdbicas e anaerdbicas, sendo que o AT reduziu em 4,37 log10 e 3,53 log10 e a “chlorin e6”
diminuiu em 5,7 logl0 e 4,33 logl0 UFC, respectivamente. Os autores concluiram que
utilizando essa fonte de luz ambos os FS obtiveram resultados significativos na atividade

antimicrobiana contra biofilmes iniciais e maduros formados in situ (Karygianni et al., 2014).

Estudos envolvendo a adi¢éo de sais inorganicos aos fotossensibilizadores tém
sido realizados e diversas pesquisas tém demonstrado a eficacia da adicdo desses sais na
TFDa para melhorar a eficiéncia contra as bactérias Gram negativas. Um dos mais estudados
€ o iodeto de potassio, o qual € um sal néo téxico utilizado como medicamento para terapia
antifingica (Hamblin, 2017). Porém, ainda ndo foram realizados estudos em biofilmes
cariogénicos, somente em bactérias orais como E. coli, Enterococcus faecalis e S. aureus
(Vecchio et al., 2015; Vieira et al., 2018).

Ainda a fim de melhorar a efichcia dos fotossensibilizadores e minimizar a
limitacdo da dificuldade de difusdo em biofilmes, observou-se que a adi¢cdo de nanoparticulas

aos fotossensibilizadores pode potencializar o efeito da TFDa (Perni et al., 2011; Tian et al.,
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2013; Misba et al., 2016), devido a contribuicdo para gerar ERO localizada em determinada
area, aumentando o efeito letal nas bactérias, quando comparado com o FS utilizados
sozinhos (Perni et al., 2011). Com isso, Vasconcelos et al. (2019) utilizaram nanoparticulas
de B-ciclodextrina (32 uM) encapsuladas com AM (50 pM) em biofilmes de S. mutans e
biofilme microcosmo oral, com laser de baixa poténcia (de comprimento de onda de 660 nm,
densidade de energia de 320 J/cm?, poténcia de 100mW, energia de 9J, abrangendo uma
area de 0,028cm?), em um estudo in vitro. O tempo de pré-irradiacéo foi de 5 min, seguidos
de 90 s de irradiagdo. Obtiveram que para S. mutans houve redugéo significativa na contagem
das bactérias para biofilme monoespécie, em todos os grupos expostos a luz (AM+laser,
AM+B+laser, e somente laser), com uma variagdo de 0,55 a 0,74 log10 UFC/mL, sendo que os
dois ultimos nao diferiram entre si. Para o biofilme microcosmo, o grupo AM+@+laser reduziu
significativamente os S.mutans com uma variacdo de 2,15 a 2,48 logio UFC/mL, para 0 grupo
AM também houve reducé@o, mas com maior variabilidade entre 1 e 2,3 logio UFC/mL, sendo
0s autores relataram que nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa para este
e o grupo controle. Analisando a contagem total de streptococci também nao observaram
diferenca estatisticamente significativa. Observou-se que o grupo AM+B+laser nao diferiu do
controle, porém este grupo sem aplicacdo de luz reduziu igualmente a contagem bacteriana
que o laser sozinho e 0 AM+laser. Concluiram que a terapia associando MB, [(B-ciclodextrina
e luz laser reduziu a contagem de S. mutans em biofilme microcosmo, porém necessita-se de
mais estudos para obter parametros melhores para a adicdo dessa hanoparticula
(Vasconcelos et al., 2019). Além disso, associar peroxido de hidrogénio parece ser capaz de
aumentar a morte bacteriana (Garcez et al., 2011; Sales et al., 2019). Sales et al. (2019)
estudaram o efeito da adicdo de peréxido de hidrogénio (40 uM) na combinacdo de AM
encapsulado com nanoparticulas de [B-ciclodextrina (na concentragcdo de 4,65 pM) para
reducao de biofilme de S. mutans. Utilizaram luz laser (comprimento de onda de 660 nm, feixe
de irradiacdo de 0,028cmz, poténcia de 0,1 W, energia de 9J, densidade de energia de 323
J/icm?, por 113 s) ou LED (660 nm, 109cm? de area irradiada, densidade de poténcia 0,09
W/cmz?, energia de 8,1 J e densidade de energia de 8,1 J/cm2 por 90 s). Eles obtiveram que a
associacdo do FS e da nanopatrticula, gerou reducéo significativa nos biofilmes de S. mutans
com ambas as fontes de luz, sendo que ao utilizar a luz laser houve a maior reducéo
bacteriana, de 2,19 log (com LED foi de 1,33 log). A adi¢do de peroxido de hidrogénio ndo
contribuiu, estatisticamente, para aumentar o efeito antibacteriano. O tratamento realizado
com AM-+peroxido+laser reduziu em 1,94 log, similarmente ocorreu com a combinagéo
AM+B+laser (1,87 log) e AM+B+peroxido+laser (2,19 log). Os autores concluiram que a adicao
de perodxido de hidrogénio com esses parametros ndo resultou em um efeito potencializador,
mas que ele se comportou como um fotossensibilizador quando irradiado com luz laser, ja que

também foi capaz de produzir morte microbiana (Sales et al., 2019).
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Ainda, a fim de melhorar as limitacbes de alguns fotossensibilizadores, Sanches
et al. (2019) estudaram uma forma sintética derivada da curcumina, a diacetilcurcumina
(DAC), a qual possui maior facilidade de atravessar a membrana das células bacterianas
(Beaumont et al., 2003; Sardi et al., 2017). Observaram que ela reduziu a contagem de S.
mutans, tanto in vitro como in vivo, sendo que no Ultimo caso conseguiu diminuir 1,7 logio
UFC, na concentracéo de 50 pg/mL, comparando com 0,9 logio quando utilizado a curcumina
na mesma concentracdo. Assim, concluiram que a DAC possui potencial para ser utilizada
como FS, sendo necessarias mais investigacdes (Sanches et al., 2019). Ainda testando
formas de melhorar a acdo da curcumina, Nima et al. (2020) adicionaram EDTA (0,4%) para
avaliar a reducdo de S. mutans em suspensao plancténica, com luz LED azul por 40 s, e
obtiveram que em todos os grupos houve erradicacao dos microrganismos. Concluiram que

esta pode ser uma técnica promissora para a TFDa (Nima et al., 2020).

Outro estudo, in vitro, analisou o ja utilizado Papacarie Duo™ combinando-o com
Urucum (40 pM) — nomeado de PapaUrucum™-, a fim de avaliar qual seu espectro de
absorcdo de luz para uso com a TFDa, para melhorar sua acdo antimicrobiana. Eles
observaram que o pico de absorcéo corresponde a luz ultravioleta foi em torno de 460 nm, o
gel combinado com Urucum nao foi téxico para as células hospedeiras e manteve a
integridade das fibras colagenas, no entanto ndo houve diferencas significativas entre o
PapaUrucum ™ e Urucum puro na viabilidade celular. Portanto, segundo os autores,
PapaUrucum ™ tem possibilidade de ser utilizado na TFDa, assim mais estudos com

diferentes concentracfes sao necessarios (Silva Jr et al., 2020).



37

4 DISCUSSAO

A literatura tem demonstrado que a TFDa pode ser efetiva em reduzir
microrganismos de biofilmes e lesGes cariosas, dependendo de varios fatores, tais como o
tempo de crescimento dos biofilmes; a complexidade do biofilme analisado; o tipo de
fotossensibilizador utilizado e com quais parametros de luz; e o tempo de pré-irradiacdo e
irradiacéo adotados (De Freitas et al., 2017; Méndez et al., 2017), fazendo com que nao seja

possivel uma comparacgdo exata entre eles.

Como observado, a TFDa esta se mostrando uma excelente alternativa aos
antibiéticos, os quais induzem resisténcia bacteriana ao longo do tempo. No entanto, esta
terapia age com maior eficacia em bactérias Gram positivas do que nas Gram negativas,
limitando a difusdo de alguns FS, devido a protecéo extra de acidos lipoteicoicos que possuem
na membrana extracelular (Hamblin, 2017; Minnock et al., 2000). O azul de metileno (AM)
possui carga positiva e baixa massa molecular possibilitando sua acdo nos dois tipos de
bactérias, porém inativa com mais facilidade as bactérias Gram*. O fotossensibilizador azul
de toluidina O (ou ortho-Azul de Toluidina), segundo Bevilacqua et al. (2007), possui um
coeficiente de permeabilidade transmembrana mais alto do que outros FS, conseguindo assim
penetrar com maior facilidade a membrana das bactérias, resultando em maior morte
microbiana (Bevilacqua et al., 2007). No entanto, a quantidade de espécies reativas de
oxigénio (ERO) geradas depende da absorcéo de luz (Hamblin e Hasan, 2004). O pico de
absorcdo maxima de luz do AM é em aproximadamente 664 nm (Junqueira et al., 2002;
Tardivo et al., 2005; Usacheva et al., 2003) e para o AT em 631 nm (Usacheva et al., 2003),
sendo que isto também depende da concentracéo utilizada (Junqueira et al., 2002; Usacheva
et al., 2003).

Um dos FS mais utilizados é o azul de toluidina O (AT) devido a sua toxicidade
seletiva (Teixeira et al., 2012; de Oliveira et al., 2018), sua alta capacidade de penetrar em
diversas células bacterianas (Zanin et al., 2006; Teixeira et al., 2012; de Oliveira et al., 2018)
e sua efetividade em baixas concentracfes (Teixeira et al., 2012). Além disso, seu custo
acessivel e absorgéo no espectro vermelho (> 600 nm) séo pontos favoraveis de acordo com
Lima et al. (2019). Entretanto, Karygianni et al. (2014) pontuou que uma das desvantagens,
dentre todos os beneficios, € uma menor penetracdo em biofilmes mais espessos, nao
conseguindo atingir bactérias mais profundas, quando comparado com a “chlorin €6”. A fonte
de luz LED esta sendo cada vez mais estudada devido a sua maior acessibilidade, seu baixo

custo e ter uma faixa ampla de emisséo de luz (Zanin et al., 2006). Assim, estudos com AT e
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luz LED demonstraram reducéo microbiana em biofilmes monoespécies (Beytollahi et al.,
2017) e em microcosmo (de Oliveira et al., 2018). No entanto, esse Ultimo necessitou de um
tempo de tratamento que seria inviavel clinicamente (31 min), para conseguir uma reducao
microbiana significativa. O AT também foi analisado com tempos de irradiacdo prolongados
(15 min), porém bons resultados sé foram obtidos in vitro (5,48 log10UFC). Em modelos de
biofilmes in situ, com os mesmos parametros utilizados no estudo in vitro, Teixeira et al. (2012)
nao observaram resultados significativos. Isso pode estar relacionado com a maior
complexidade de biofilmes cultivados em microcosmo e in situ. Embora esses modelos
permitam condicfes parecidas aquelas encontradas na cavidade bucal, a terapia in vivo pode
obter resultados diferentes frente a acdo da saliva e outros microrganismos presentes (
Teixeira et al., 2012; De Freitas et al., 2017; Méndez et al., 2017).

Diversas pesquisas tém sido realizadas com o AT com o intuito de avaliar a
eficacia da TFDa também em lesdes de carie com a mesma concentracao, tempo de pré-
irradiacéo e fonte de luz (LED), obtendo resultados promissores. Estudos in vitro (Melo et al.,
2010) e in situ (Lima et al., 2009), com exposi¢do a sacarose, utilizando os mesmos tempos
de pré-irradiacdo (2 min), conseguiram maiores reducfes microbianas a medida que
aumentavam o tempo de irradiacdo, porém periodos longos torna o uso clinico inviavel. Assim,
com 5 min de exposicao a luz, Lima et al. (2009) obtiveram reducéo de mais de 3 logio UFC
(S. mutans e Lactobacilli); ja Melo et al. (2010) relataram reduc¢des ainda significativas, porém
menores (1,8 logio UFC para S. mutans). Além disso, em ambos os estudos, o tratamento
somente com LED (10 min ou mais) possibilitou redu¢des microbianas (= 3.47 logio0 UFC) e os
autores atribuem isso a ndo protecdo dos microrganismos pela matriz de polissacarideos
presente no biofilme (Melo et al., 2010). No entanto, devido a complexidade dos
microrganismos na cavidade bucal, em estudos in vivo, a diminui¢cdo na contagem de células
viaveis foi menor, com reducdo de pouco mais de 1 logio UFC (Melo et al., 2015), com o
mesmo tempo de pré-irradiagdo e irradiacdo, reduzindo-se o efeito conforme o tempo de
exposicao a luz (Steiner-Oliveira et al., 2015). Ademais, Steiner-Oliveira et al. (2015) utilizaram
60 s de pré-irradiacdo, enquanto todos os demais utilizaram 5 min, sendo que o estudo foi
realizado em criancgas, as quais necessitam de tempos de tratamentos mais rapidos. Além
disso, Lima et al. (2009) sugeriram irradiacdes na dentina por periodos mais curtos devido a
possibilidade de ressecar a dentina e também por conveniéncia clinica. Assim, as menores
reducgbes bacterianas em estudos clinicos podem estar relacionadas as bactérias ocultas na
profundidade dos tabulos dentinarios de lesdes cariosas profundas, sendo que ha dificuldade
de penetracdo do FS nos tecidos desmineralizados, assim como da chegada de luz na
profundidade da lesdo cariosa, atingindo menores quantidades de microrganismos (Nagata et

al., 2012; Melo et al., 2015), j& que é sabido que a quantidade de EROs geradas por um
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fotossensibilizador fotoativado é correlacionado com a energia absorvida (Balhaddad et al.,
2020).

Outro fotossensibilizador muito utilizado é o Azul de metileno por agir tanto em
bactérias Gram*® quanto em Gram’, ser acessivel e de baixo custo. Entretanto, embora muito
estudado na TFDa, sua eficacia ainda é controversa, principalmente em substratos complexos
(Méndez et al., 2017). Os estudos com a TFDa mediada por AM e lasers de diodo tém
demonstrado bons resultados em biofilmes monoespécies (Azizi et al., 2016; Nemezio et al.,
2017), chegando, em um tempo relativamente curto de tratamento, a erradicacao total dos
microrganismos em biofilme cultivado sem acucar ou reducéo de 1,5 logio UFC em biofilme
exposto frequentemente a sacarose, respectivamente. Utilizando o mesmo FS e luz LED
também houve erradicacao total das bactérias, porém precisando de quase o dobro de tempo
de tratamento para ter um efeito significativo (Leal et al., 2017). O maior periodo de inativacéo
necessario na presenca de sacarose foi explicado pelo aumento do funcionamento da bomba
de efluxo, presente no biofilme, em que compostos toxicos para as bactérias como o0s
fotossensibilizadores sdo expelidos, necessitando de um tempo maior para que a terapia
consiga fazer efeito (Tegos et al., 2008). Esses estudos demostram que, ao tratar biofilme
exposto a glicose ou a sacarose, existe maior atraso na inativacdo dos microrganismos o que
representa um desafio no tratamento usando TFDa sobre biofilmes cariogénicos ou lesées
cariosas, sendo que essa € uma doenca acucar-biofilme dependente (Pitts et al., 2017).
Utilizando outras fontes de luz combinadas com AM, Tokubo et al. (2018) e Soria-Lozano et
al. (2015) conseguiram obter bons resultados com lampadas de filamentos de tungsténio e
lampadas de iodeto metalico, respectivamente, ambos com diminuicdo microbiana de mais
de 4 logiw UFC na contagem de S. mutans. Ademais, parece que periodos curtos e
fracionados de irradiacdo resultam em maiores reducdes microbianas (Tokubo et al., 2018).
Isso pode estar relacionado devido a reposicdo de oxigénio durante os periodos sem
iluminacdo, pois os FS necessitam de oxigénio para formar as ERO, aumentando assim a
eficacia da terapia (Metcalf et al., 2006; Tokubo et al., 2018). No entanto, ao utilizar outro
fotossensibilizador, a eritrosina, analisando biofilme cultivado in situ e realizando o tratamento
in vitro, Tahmassebi et al. (2015) fracionaram a irradiagdo em dois periodos maiores e
somente com um periodo de escuriddo e ndo encontraram uma diferenga grande ao irradiar
continuamente por 5 min ou fracionando em 6 min de luz, obtendo redug¢é@o microbiana de
81,7% e 87%, respectivamente. Tokubo et al. (2018) utilizando eritrosina e curtos periodos de
irradiacéo fracionada obteve diminui¢do de 4,5 logio UFC de S. mutans; em estudo anterior,
houve diferenca de 1,7 logio na contagem de S. mutans entre irradiacdo fracionada e continua
(Metcalf et al., 2006; Tokubo et al., 2018). Assim, s&0 necessarios mais estudos com

fracionamentos de luz para entender se existe correlacdo com melhores resultados na TFDa.
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Ao utilizar LED no espectro vermelho, combinado com AM, Méndez et al. (2017)
necessitaram de mais de 30 min para reduzir 1,58 logioc UFC de estreptococos totais em
biofilmes de microcosmo oral, 0 que ndo sédo resultados aplicaveis num cenario clinico. Essa
diferenca de tempo de tratamento e menor redugéo bacteriana pode ter ocorrido devido a
maior complexidade do biofilme microcosmo, pois simulam melhor o que ocorreria in vivo.
Além disso, 0s microrganismos desse estudo eram predominantemente acidogénicos e
aciduricos, devido a presenca de sacarose e da coleta de microrganismos de lesdes ativas de
carie dentinaria e os microrganismos das camadas mais profundas sdo mais resistentes ao
tratamento devido a baixa quantidade de oxigénio e espessura do biofilme que limita a difuséo
do FS (Méndez et al., 2017). Quando utilizado in vivo, AM e laser, em dentes deciduos com
lesBes cariosas profundas, obteve-se reducdes de microrganismos totais similares com um
menor tempo de tratamento, sendo que o tempo de pré-irradiacao foi de 5min e o de irradiacdo
de 90s, totalizando 6 min e 30s de tratamento. Ja ao analisar os microrganismos relacionados
a lesao cariosa em dentina, houve reducao significativa para S. mutans, L. casei, F. nucleatum
e A. rimae, apenas com exceg¢ao do S. sobrinus (Steiner-Oliveira et al., 2015). No entanto,
uma reducao bacteriana significativa de S. mutans (> 2,8 logio UFC) foi observada por Alves
et al. (2019), com tratamento similar ao citado anteriormente, com a diferenca de que o tempo
de irradiacéo foi o dobro (180s). Isto se explica porque diferentes fontes de luz mostram uma
relacdo de dose dependéncia na reducéo bacteriana (Tahmassebi et al., 2015). Assim como
em biofilmes, a luz branca utilizada em periodos fracionados propiciou uma reducédo
bacteriana relevante no tratamento de lesBes cariosas com AM (in vivo), reduzindo em média
2,45 logio UFC, em um periodo curto de irradiacdo (Aradjo et al., 2015). Portanto, embora
esses resultados sejam promissores, ainda € necessario encontrar parametros adequados

para utilizar a TFDa no cotidiano clinico (Steiner-Oliveira et al., 2015).

Para tentar melhorar a eficacia da TFDa diversos estudos estdo testando novas
formas de abordagem. As nanoparticulas de B-ciclodextrina encapsuladas com AM e
irradiadas com laser parecem ser promissoras. Elas foram testadas em biofilme microcosmo
reduzindo significativamente a contagem de S. mutans (Vasconcelos et al., 2019), porém a
adicédo de peroxido de hidrogénio ndo possibilitou melhores resultados (Sales et al., 2019). A
combinacgéo de fotossensibilizadores como eritrosina e AM também revelou bons resultados
em biofilme de S. mutans, associado a luz halégena branca com amplo espectro de emissao
e curtos periodos de irradiacdo fracionada, comparado aos FS utilizados separadamente
(Tokubo et al., 2018). Tokubo et al. (2018) explicam que FS anidnico (eritrosina) e outro
catibnico (AM) possuem forte interacdo eletrostatica, acarretando na protecdo da carga
negativa da eritrosina, permitindo que assim ela consiga interagir melhor com as membranas

microbianas (pois sozinha a permeabilidade & membrana é diminuida devido as bactérias
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possuirem cargas negativas nas membranas), assim como o AM, melhorando os resultados

na morte das bactérias (Tokubo et al., 2018).

Outro fotossensibilizador promissor € a curcumina associada ao LED, mostrando
em células planctbnicas (S. mutans) a erradicagéo dos microrganismos (Lee et al., 2017; Nima
et al., 2020), com um tempo de tratamento reduzido ao utilizar periodos curtos e fracionados
de irradiacdo (Nima et al., 2020). Além disso, observou-se o aumento da formagdo de
vacuolos na membrana de S. mutans com a exposi¢do a luz (Nima et al., 2020). Ainda
procurando melhorar a eficacia deste fotossensibilizador, foi adicionado EDTA (0,4%) e
também obtiveram completa inativagdo de S. mutans e os autores relacionaram os resultados
com facilidade da curcumina em penetrar na membrana bacteriana quando em contato com
EDTA, pois observaram maior deformacéo e ruptura da membrana e maior quantidade do FS
no citoplasma das células microbianas (Nima et al., 2020). Em biofilmes multiespécies
também houve morte de todas as bactérias ao associar curcumina com luz LED em um tempo
de tratamento de 10 min (Araujo et al., 2014). Outro aspecto importante de ser mencionado é
gue menores concentracfes desse fotossensibilizador possibilitam resultados eficazes
(Arauvjo et al., 2014; Nima et al., 2020) visto que em altas concentracdes foram encontradas
precipitacées do FS (Nima et al., 2020), ndo reagindo adequadamente nestas circunstancias,
ao diminuir a difusdo da luz (Aradjo et al., 2014; Nima et al., 2020). Por outro lado, Soria-
Lozano et al. (2015) utilizaram curcumina com irradiacao de lampadas de iodeto metélicos em
biofilmes de trés espécies diferentes (S. mutans; S. sanguis; C. albicans) sendo necessarias
diferentes concentracbes do FS dependendo da espécie analisada, reduzindo as bactérias
em até 6 logio UFC e o fungo em 5 log10 UFC. Isso foi atribuido ao tipo de luz, em concordancia
com Araujo et al. (2014) e Nima et al. (2020). Entretanto, quando utilizada a curcumina em
lesdes cariosas em dentina, Araujo et al. (2014) observaram que as maiores concentracdes
possibilitaram melhor efeito antimicrobiano, ao contrario do ocorrido com 0s microrganismos
em biofilmes. Assim, necessita-se de outros estudos para comparar esses parametros em

biofilmes e lesdes cariosas.

Outros fotossensibilizadores menos utilizados também estdo sendo testados em
biofilmes cariogénicos, porém com tempos de tratamentos longos, o que inviabiliza sua
utilizacdo clinica, tais como a fotoditazina com luz LED, analisado contra biofilme
multiespécies (Quishida et al., 2015) e Fotofrin com luz branca (Wood et al., 2006), ambos
com cerca de 30 min de tratamento. Outro FS utilizado com sucesso na redugéo bacteriana,
porém com um tempo consideravel de irradiagdo (quase 7 min) € o rosa de bengala (RB)
utilizando com lampadas de iodeto metalico, mostrando uma diminuigéo de 6 log:10 UFC (Soria-

Lozano et al., 2015). A indocianina verde parece ser promissora contra S. mutans, ja que ao
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ser utilizada com laser, conseguiu erradicar os microrganismos (Azizi et al., 2016), e associada
ao LED diminuiu significativamente (67,3%) (Beytollahi et al., 2017). E importante destacar
gue esses resultados foram obtidos com biofilmes monoespécies e com tempos de tratamento
reduzidos, de cerca de 3 e 6 min, respectivamente. Assim, outros estudos com esses

fotossensibilizadores devem ser analisados para poder comparar os resultados obtidos.

Sempre na tentativa de melhores desfechos e protocolos na aplicacdo da TFDa,
novos fotossensibilizadores estdo sendo analisados. A associagao de “chlorin €6” com uma
fonte de luz de amplo espectro, emitindo comprimentos de onda de luz visivel e também
infravermelha, mostrou redu¢des microbianas significativas em biofilmes cultivados in situ,
com reducéo microbiana de cerca de 1,4 e 0,9 logio UFC a mais se comparado ao AT, em
bactérias aerbbicas e anaerbbicas (Karygianni et al., 2014), o que parece estar associado a
uma inibicdo da difusdo do AT na membrana bacteriana de bactérias anaerébias G™ presentes
nas camadas mais profundas do biofilme. J& a “chlorin e6” com a diminuigdo do pH do meio,
como ocorre nos casos da formacao de biofilmes e lesdes cariosas, possui maior afinidade
com os alvos lipoproteicos da membrana celular, tendo uma melhor permeabilidade,
resultando em uma penetracdo mais profunda no biofilme mais espesso e em maior morte
bacteriana, especialmente na presenca de radiacdo infravermelha (Karygianni et al., 2014).
Além disso, a fonte de luz utilizada possui diversas vantagens, uma delas é que aumenta o
suprimento de oxigénio, aumentando a formacdo de EROs e de oxigénio singlete, e também
possui uma penetracdo profunda no tecido, conseguindo inibir o crescimento bacteriano até
nesses locais (Karygianni et al., 2014). Nesse sentido de melhorias na eficacia da TFDa, uma
forma sintética derivada da curcumina, a diacetilcurcumina (DAC) conseguiu superar 0s
resultados da curcumina, reduzindo quase o dobro de microrganismos, em estudo in vivo
(Sanches et al., 2019). Os autores acreditam que a DAC tem seu efeito antimicrobiano devido
a maior producdo de perdxido de hidrogénio obtendo um efeito prolongado, e pela maior
capacidade de penetragdo nas membranas bacterianas devido ter grupos lipofilicos (Sardi et
al., 2017; Sanches et al., 2019). Outro estudo buscou melhorar as propriedades
antimicrobianas do Papacarie Duo™ adicionando Urucum e analisar sua eficacia para usar
na TFDa. N&o obtiveram resultados significativos entre a redugdo bacteriana dessa
combinagdo e do Urucum puro. Observaram que o pico de absorcdo corresponde a luz

ultravioleta em torno de 460 nm e que tem potencial para ser utilizado na TFDa.

Por fim, ainda na tentativa de melhorar a eficacia da TFDa diversos estudos in
vitro e in vivo estdo testando a adicdo de iodeto de potassio ao fotossensibilizador, obtendo
reducdo na contagem bacteriana em até 4 logio UFC a mais que utilizando somente o FS

(Vecchio et al., 2015; Vieira et al., 2018), porém ainda n&o foram realizados estudos em
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biofilmes cariogénicos, o que poderia ser interessante frente aos resultados promissores
destes estudos contra E. coli, Enterococcus faecalis e S. aureus (Vecchio et al., 2015; Vieira
et al., 2018).

Diante disso, observa-se que a TFDa é eficaz na reducdo de microrganismos
presentes em biofilmes cariogénicos e em lesdes cariosas em dentina, porém para conseguir
ser considerado um antimicrobiano efetivo, espera-se uma reducao de pelo menos 3 logio
UFC (Cieplik et al., 2014; Melo et al., 2015). Além disso, é necessaria a padronizacdo de
protocolos de aplicacao a respeito das concentracdes de FS, aos tempos de pré-irradiacéo e
irradiacdo, assim como a conducdo de estudos clinicos randomizados de qualidade
aprimorados dos parametros novos ou existentes, que confirmem a eficacia e o potencial

dessa terapia.
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5 CONCLUSAO

A terapia fotodindmica antimicrobiana mostra excelentes resultados para bactérias
associadas a carie dentaria quando analisada em modelos in vitro. Entretanto, ao aumentar a
complexidade do modelo cariogénico, os microrganismos e o substrato de estudo, a eficacia
diminui. Assim, faz-se necessario mais estudos para determinar os melhores parametros a
serem utilizados para obter um adequado protocolo de tratamento para uso clinico em

biofilmes cariogénicos e dentina cariada.
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ALVARADO (Cirurgia Dentista, Doutoranda no PPG em Odontologia, area de Odontopediatria, da FOP-
UNICAMP, Pesquisadora responsavel), ANDREZA RIBEIRO FERRAZ (Graduanda no curso de Odontologia
da FOP-UNICAMP, Pesquisadora participante), CAROLINA STEINER OLIVEIRA ALARCON (Cirurgia
Dentista, Docente da area de Odontopediatria da FOP- UNICAMP, Pesquisadora participante, Orientadora),
o que é confirmado na declaragdo dos pesquisadores e na PB.

Delineamento da pesquisa: Trata-se de estudo laboratorial, longitudinal, com intervengao, em trés etapas,
numa das quais serdo envolvidos trés alunos do PPG em Odontologia da FOP- UNICAMP, sem distingdo de
sexo, com idade estimada de 22-40 anos para obtengdo de amostras de saliva que serdo utilizadas como
insumo no ambiente de cultura de microrganismos.

O projeto seré desenvolvido in vitro e dividido em trés etapas: a primeira etapa sera um estudo exploratério
para determinar a concentrag@o, o tempo de pré-irradiagdo do fotossensibilizador e o parametro de
irradiagdo da TFDA associado ao KI. Na segunda etapa sera desenvolvido um estudo exploratério para
determinar um modelo de microcosmao para a formagao de lesdo de carie em

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néao

PIRACICABA, 11 de Dezembro de 2019

Assinado por:
Fernanda Miori Pascon
(Coordenador(a))
Enderego: Av.Limeira 901 Caba Postal 52
Bairro:  Areidlo CEP: 13.414.903

UF: 8P Municiplo: PIRACICABA
Telefone: (19)2106-5349 Fax: (19)2106-534% E-mall: cep@top unicamp br
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Anexo 3 - Iniciacdo Cientifica

Processo

Linha de Fomento
Situacdo

Vigéncia
Beneficiario
Responsavel

Vinculo
Institucional do
Processo

Relatorio Cientifico

2019/22450-4

Programas Regulares / Bolsas / No Pais / Iniciag8o Cientifica - Fluxo Continuo
Em Execugao
01/02/2020 a 31/12/2020

AFLY:
Andreza Ribeiro Ferraz {;" W U

SS—— ) ; | [
Carolina Steiner Oliveira Alarcon |+ '-" L S

Faculdade de Odontologia de Piracicaba/FOP/UNICAMP

Niimero do Relatério Cientifico i

Data do Compromisso 30/09/2020

Periodo Relacionado 01/02/2020 a 10/07/2020
Situacdo Aprovado

Data da Submissdo

25/09/2020
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