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RESUMO

Os estagios iniciais da formacdo das lesGes de &m humanos estdo relacionados
diretamente com a presenca3iiezptococcus mutans no biofilme dental. O tratamento das
doencgas ocasionadas por biofilmes orais envolviedrasnte a remogao mecanica e 0 uso
de antibiéticos e agentes anti-sépticos os quaderpooriginar cepas resistentes aos
antimicrobianos tradicionais. A Terapia Fotodindamtimicrobiana (TFDA) apresenta-se
como uma opc¢ao alternativa ao tratamento claspicmnovendo a morte bacteriana por
meio da fotossenssibilizacdo dos componentes nigrob.O objetivo dessa dissertacédo
foi avaliar o potencial antimicrobiano da TFDA esiapacidade de alterar o padréo
de expressao génica Beeptococcus mutans em biofilmes orais produzidas vitro
utilizando para tanto um diodo emissor de Iluz (LERpssociado ao
fotossenssibilizador azul de orto-toluidina (TB®ara tanto biofilmes d&.mutans
UA159, foram formados sobre discos de hidroxiagaitilizando um modelo de
banhos de cultura e submetidos a TFDA ap0s 5 Qiasaterial coletado passou por
um processo de disrrupcfara a disperséo das células e diluigdo em séciendl,apos

0 que foi plaqueado em meio de cultura e incubatio cendicbes ideais de
crescimento. Adicionalmente, e expressao dos gimegulénciagtfB, gtfC e gbpB

de S mutans foram avaliados apds a extracdo do RNA total, stntie cDNA e
realizacdo da técnica da reagdo da polimerase daiacam tempo real utilizando
primers especificos. O gene ribossomab i@ utilizado com gene de referéncia.
Reducdes significativas (p<0,05) foram observadadgabilidade das colénias &mutans
quanto exposto ao TBO e LEB. expressao génica @gfC em biofilme deS. mutans

foi significantemente reduzida ap0s a realizacdo tdeapia fotodinamica
antimicrobiana enquanto a expressaogdB parece ter sido menos influenciada
pela terapiaN&o houve alteragcdes na expressaogjeB em funcdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana. Assim, outros estudée necessarios para avaliar
acdo da terapia fotodindmica antimicrobiana em igded mais semelhantes
daquelas encontradas no ambiente clinico, bem gamaofavorecer o entendimento
de seus efeitos na expressao de importantes gen@si@ncia deS. mutans.

Palavras-chave:Biofilme oral Sreptococcus mutans. Terapia Fotodinamica. Estutio

vitro



ABSTRACT

The early stages of the formation of caries lesiansumans are directly related to the
presence oftreptococcus mutans in biofilm. The treatment of diseases caused lay or
biofilms basically involves mechanical removal amske of antibiotics and antiseptic
agents which may lead to strains resistant to ticail antimicrobials. Antimicrobial
Photodynamic Therapy (PACT) presents itself asltmrative option to conventional
treatment, promoting bacterial killing by photoséamg of microbial components. The
objective of this study was to evaluate the antiob@l potential of PACT and its
ability to alter the pattern of gene expressiorsahutans in oral biofilms produced in
vitro using both a LED light (LED) associated witie photosensitizer ortho-toluidine
blue ( TBO). To this endS. mutans UA159 biofilms were formed on hydroxyapatite
discs using a model of bathing culture and wergestdd to PACT after 5 days. The
collected material has gone through sonicationdispersion and dilution of cells in
decimal series. After that, material was platedrialh medium and incubated under
optimum growth conditions. Additionally, expressiohvirulencegtfB, andgtfC gbpB
genes ofS mutans were evaluated after extraction of total RNA, cDNynthesis and
realization of the technique of polymerase chaisctien in real time using specific
primers. The 18ribosomal gene was used as the reference genefi&gt reductions
(p <0.05) were observed in the viability of colaia S. mutans when exposed to TBO
and LED at the same time. Gene expressiongté® in S. mutans biofilm was
significantly reduced after the completion of antirabial photodynamic therapy,
whereas expression gffB seems to have been less influenced by therapyhbioge in
the expression ajbpB a function of antimicrobial photodynamic therapgsiobserved.
Therefore, further studies are needed to evaluae action of antimicrobial
photodynamic therapy in conditions more like thémend in the clinical environment
and to encourage understanding of their effectherexpression of important virulence

of S. mutans genes.

Keywords: Oral biofilms Streptococcus mutans. Photodynamic Therapyln vitro

study
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1 INTRODUCAO

Atualmente, cerca de 700 diferentes espécies dérlzscja foram detectadas
na cavidade oral dos seres humanos e a grandedadaie encontra-se organizada na
forma de biofiimes (AASet al., 2005). Esses micro-organismos crescidos de forma
plancténica ou organizados em biofilmes e assosiaalofatores de riscos soécio-
comportamentais, ao meio-ambiente e a componentegigos do hospedeiro, podem,
potencialmente, causar doencgas bucais sendo adedrial e a doenca periodontal, as
mais comumente relatadas (SBORDONE; BORTOLAIA, 3003

Os biofilmes bacterianos séo formados quando ndogyanismos unicelulares
se tornam irreversivelmente aderidos a uma superfiglida e envolvida por uma
matriz de polissacarideos extracelulares, podeaderta formacéo de biofilmes a partir
de uma ou multiplas espécies bacterianas (SPRARKTFEN, 2003). A diversidade
anatdbmica existente na cavidade oral e a interd€peia entre as suas estruturas
tornam o desenvolvimento dos biofilmes particularteenteressante.

Apesar da complexidade da comunidade bacterianacgjoaiza o biofilme
dental, existem evidéncias consideraveis de queesepca deéltreptococcus mutans
esteja diretamente relacionada aos estagios midaiformacao das lesbes de carie em
humanos. Isso se da devido a producédo de acidoscapacidade de produzir
polissacarideos extracelulares. Assim, encontreestabelecido na comunidade
cientifica o conceito de que o surgimento das di@sncas mais prevalentes na
cavidade bucal dos humanos, a carie dental (LOESQHI&b5) e a doenca periodontal
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1991), estejam intimamentcmnadas a presenca dos
biofilmes organizados sobre a superficie dos de(B&ORDONE; BORTOLAIA,
2003).

A cérie dentadria € uma patologia cronica cara@dez pela destruicdo
localizada e progressiva dos tecidos duros do deptta intimamente associada com a
microbiota residente do biofilme dental. Apds andiegralizacdo do esmalte, a lesao
pode progredir lentamente em direcdo a dentinajosericialmente caracterizada por
uma érea de dentina amplamente desmineralizad& btz sob uma zona parcialmente
desmineralizada e infectada com bactérias (KIDDySTON-BECHAL, 2000).

A colonizacao e acumulo d& mutans no biofilme dental sdo dependentes da
sua capacidade em sintetizar uma matriz extracetldaglucanos, principalmente os

insolaveis em agua (HAMADAt al., 1981). Esses polissacarideos sao sintetizados a
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partir da sacarose ingerida na dieta por enzim&matulares livres ou associadas a
célula bacteriana, as glucosiltransferases (GE€s Gtfs - GtfB, GtfC e GtfD - foram
identificadas enS. mutans, as quais sao codificadas pelos gegiB, gtfC e gtfD,
respectivamente. A GtfB catalisa principalmentdréese de polimeros insolGveis em
agua; a GtfC a sintese de glucanos soluveis euwsisl em agua enquanto GtfD, a
sintese de glucanos sollveis em agua. Apesar geptd fundamental das Gtfs na
viruléncia deS. mutans, ha pouca informacéo sobre os fatores que regulexpr@ssao
dos genescodificadores dessas enzimas (STIPP, 2006). Nasabe ainda se a
expressao dgtfB e gtfC é policistronica, se estes genes sao coordenadamgntessos
OU se Sao expressos monocistronicamente. Difergntggs de pesquisa apresentam
resultados divergentes (FUJIWAR& al. 2002; YOSHIDA; KURAMITSU, 2002),
enquanto que um promotor dfC foi caracterizado experimentalmente através de
fusos de transcricdo em plasmideos (GOODMAN; GAIDOR.

Alguns estudos realizados e@ mutans e outras espécies do género
Sreptococcus tém sugerido a acdo de sistemas regulatérios de adonponentes na
regulacdo de genes envolvidos no crescimento effiinfes e viruléncia (Qlet al.,
2004; SENADHEERAet al., 2005). E outros estudos abordam relagOes eaise t
sistemas e expressdo géB, gtfC e gbpB em diferentes genétipos clinicos (STIPP,
2006).

Devido a participacdo ddS mutans na etiologia da carie dental, grande
importancia tem sido dada ao estudo dessem+oiganismos (ARTHURt al,
2007). Trabalhos indicam que a expressao de gemesnpimas sintetizadas a partir de
matriz exopolissacaridica d& mutans depende diretamente das condi¢cdes ambientais
locais, incluindo tipo e quantidade de nutrientd, fonte de carbono e nivel de adeséao
dos micro-organismos a superficie aléem da idadspessura dos biofiimes (BURNE,
1998; LI; BURNE, 2001; BURNE, 2004).

Atualmente, o tratamento proposto para preveniegedvolvimento da cérie
dentaria em humanos, envolve a remocdo mecanicabudgmes e o uso de
antissépticos . Entretanto, com o notério aumemtalesenvolvimento de resisténcia
pelos micro-organismos aos agentes antimicrobiéramlicionais, estratégias visando
terapéuticas antimicrobianas alternativas vém seekguisadas, onde se destaca a
Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFDA). Esseapéa baseada na associacao de
drogas fotossensiveis e fontes de luz, foi desomtanicio do século XX por Oscar

Raab, o qual observou a morte de micro-organismasdp expostos a luz em baixa
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intensidade, na presenca do corante hidrocloret@adelina (RAYMOND, 1999).
Apesar dos resultados positivos, a utilizacdo ddAFpara obtencdo de efeito
antimicrobiano caiu em desuso devido ao surgimeéosoantibiéticos e a popularizacéo
da penicilina e sulfonamidas (MAISCeét al., 2005) e sO voltou a ser estudada nos
altimos anos.

O uso combinado de uma substancia fotossensiiagbF) e uma fonte de
luz, tem se tornado uma alternativa aos tratamecwosencionais no combate aos
micro-organismos bucais em uma técnica conhecidaocderapia Fotodinamica
Antimicrobiana (BEVILACQUA et al., 2007). Durante esse processo, componentes
celulares fotossensiveis passam para um estadadxcjuando expostos a uma luz de
comprimento de onda complementar que € caracteripath passagem dos elétrons
para niveis de energia superiores. Neste estadtadxco fotossensibilizador pode
interagir com o oxigénio molecular iniciando a fagao de oxigénio singleto altamente
reativo (fotoprocesso Tipo IlI) ou interagir com ragt moléculas como aceptores de
elétrons resultando na producdo de hidroxilas msutdicais organicos (fotoprocesso
do Tipo I) (MACROBERTEet al., 1989; DOUGHERTYet al., 1998). Os produtos
dessas reacgdes fotoquimicas podem, entdo, dardiogronentes essenciais das células
ou alterar as atividades metabodlicas de maneieversivel resultando na morte
bacteriana (MALIKet al., 1990).

Como a maioria das espécies bacterianas nao af@mes@mponentes
fotossensiveis, a utilizacdo de um agente cromdjom atraia para si a luz e inicie a
formacdo de radicais livres é importante para évelade da terapia fotodindmica
(WILSON et al., 1992). Assim, células desprovidas de componefuiessensiveis
endogenos podem se tornar sensiveis a luz ao seraaias com fotossensibilizadores
exdgenos como derivados das porfirinas, azul detolidina ou compostos de cloro
conjugado (WILSON, 1993; GAE al., 2004).

Com relagéo a fonte de luz utilizada, a grande n@aidos estudos sobre o
efeito antimicrobiano da terapia fotodinamica mélilasers de baixa poténcia com
diversos meios ativos e comprimentos de onda. Mmsa$ anos, os diodos emissores
de luz (LED) surgiram como luzes alternativas aadssapia (ZANINet al., 2005,
2006). Os LEDs sao dispositivos semicondutores qgeando polarizados
adequadamente emitem luz na faixa do visivel,witsketa ou infra-vermelho. Embora
tanto os lasers quanto os LEDs produzam luzes momaticas, os LEDs apresentam

colimacéo e coeréncia menos eficientes, resultantidoandas de emissdo mais largas
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que acabam por favorecer a obtencdo de efeito iandiolano, uma vez que a luz é
emitida em todo o espectro de absorcao dos foteissiezadores durante a realizacao
da terapia fotodinamica.

Entre as vantagens da terapia fotodinamica emaelap uso dos agentes
antimicrobianos tradicionais, ressalta-se, prinméate, que a morte da célula
bacteriana pode ser rapida, ndo sendo necessdar@atencdo do agente quimico em
altas concentracdes sobre as lesdes por longaglpsrile tempo como ocorre com 0s
agentes anti-sépticos e antibioticos. Além dissop#e celular mediada pela liberacéo
de radicais livres torna o desenvolvimento de t@stsa pelos microrganismos
improvavel. Finalmente, o uso do fotossensibilizamloda luz sozinhos ndo apresentam
efeito significativo sobre a viabilidade das baerde modo que a terapia pode ser
confinada a area da lesdo pela aplicacdo topicdadosa do corante e restricdo da
irradiacéo por meio do uso de fibra 6tica (WILSQROQ4).

A acdo antimicrobiana de lasers diodos ou LEDs casdos a
fotossensibilizadores especificos sobre bactéresciclas em caldo de cultura esta bem
documentada na literatura (DOBSON; WILSON, 1992RBl$ et al., 1994; ZANINet
al., 2002; WILLIAMS et al., 2003). Da mesma forma, o efeito antimicrobianssde
terapia sobre biofilmes bacterianos ja foi estatite(WILSONEet al., 1996; WOODet
al., 1999; O'NEILLet al., 2002; SOUKOS:t al., 2003; ZANINet al., 2005, 2006). No
entanto, ainda néo foi verificada a ocorréncia @o me alteracbes genotipicas
bacterianas em fungéo da utilizacdo da terapialitodmica. Assim, diante do exposto
este trabalho teve por objetivo avaliar o padraexdeessao genética & eptococcus
mutans em biofilmes produzidom vitro submetidos ou ndo a terapia fotodinamica,
utilizando um diodo emissor de luz (LED) associadon o azul de orto-toluidina
(TBO).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Carie dental

A cérie dental € uma doenca infecto-contagiosacat@ter multifatorial e
biofilme-dependente (SBORDONE; BORTOLAIA, 2003)aEnanifestacdo clinica de
um processo patoldgico de desmineralizacdo queeoar superficie dental por meses
ou anos, a partir da interacdo entre bactérias aragonstituintes da dieta, com a
superficie do dente (BOWEN, 2002). Esse processsudtante de um desequilibrio na
microbiota residente que resulta na proliferacadatetérias aciduricas e acidogénicas
favorecendo, assim, a desmineralizacdo dental eimméato da remineralizacao
(MARSH, 1994; 2003).

O processo carioso tem sido intensivamente estudAMADA; SLADE,
1980; LOESCHE, 1986; BOWEN, 2002), sendo cara@dozprimariamente como
uma desmineralizacdo do tecido dentario mais extgmovocado por acidos, em
especial o acido lactico, produzido através da déetacdo de carboidratos por micro-
organismos presentes no biofilme bacteriano quéomea na superficie dos dentes
(MARSH,2004).

Dentre os fatores relacionados a etiologia da odeetal, os carboidratos
presentes na dieta desempenham um papel fundamamtaleu desenvolvimento
(GUSTAFSSONEet al., 1954; HARRIS, 1963; SCHEININt al., 1976; MOYNIHAN,
1998; BOWEN, 2002; TOUGER-DECKER; VAN LOVEREN, 2Q032ERO, 2004,
MOYNIHAN, 2005). Evidéncias epidemiolégicas demaoasim que a incorporacédo de
carboidratos fermentaveis (sacarose, glicose ede)ita dieta de determinados grupos
populacionais provocou um aumento na incidénciac@&lée quando comparado ao
periodo em que esses carboidratos ndo estavamnigese dieta (RUGG- GUNN;
MURRAY, 1983). Dentre esses carboidratos, a saeagosonsiderada o aclucar mais
cariogénico e por ser 0 acucar predominante na dietderna (ZERO, 2004), seu papel
no desenvolvimento da carie tem sido amplamentedadb (CURYet al., 2000;
NOBRE DOS SANTOSet al.,, 2002; AIRES et al., 2006). Em acréscimo, tao
importante quanto o tipo de carboidrato utilizadodieta, esta a freqiéncia de ingestéao
desse acucar, fato que possui relacédo direta coesenvolvimento, a severidade da

doenca de cérie, conforme demonstrado por divezstsdos em animais (KONIG,
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1969; KONIGet al., 1968; HEFTI; SCHMID, 1979), estudds situ (CURY et al.,
1997; DUGGALet al., 2001; PAES LEME=t al., 2004) ein vivo (GUSTAFSSONet
al.,1954; ARCELLAet al., 2002).

A saliva é um outro fator que tem influéncia noae®Ivimento da lesdo da
carie em humanos (WEYNE, 1992), destacando-se acidaede de seu fluxo e os
componentes salivares (KRASSE, 1988). A salivaetada na cavidade bucal € uma
mistura complexa de varios componentes como (agaos,e glicoproteinas), formada a
partir de secrecbes das glandulas salivares, fluyéogival, células epiteliais
descamadas, micro-organismos, leucécitos e residliosentares, dentre outros
componentes. Além disso 0s componentes antimigrobiada saliva incluem
imunoglobinas, lisozimas, lactoferrinas, peroxidasaémilases e proteinas anibnicas
(VALDEVITE, 2007), sendo essenciais para manutemigihomeostase bucal.

Neste contexto, um fluxo salivar aumentado podeirdiin a concentracao
microbiana na cavidade bucal devido a sua altacodgde de lavagem oral e a
deficiéncia do mesmo pode resultar em uma maiocerdracdo de bactérias na saliva
(TENOVUO, 1998). Além disso, a saliva reveste a osacoral e a protege contra
irritac@o, forma reservatorio de ions para remiiexgdo dentéria, apresenta fungéo de
tamponamento do pH bucal, participa da formacéapeti@ula adquirida que recobre o
esmalte dental, realiza a digestdo enzimatica ddaaenda sacarose promovendo ainda,
as sensacOes gustativas por sua acdo solventeouBor lado, seus componentes
organicos, especialmente as glicoproteinas tambégidnam como nutrientes para os
micro-organismos bucais. Estima-se que a salivayszoem media f0bactérias por
mililitro e sabe-se que as proteinas salivares poder degradadas por proteases
produzidas por diversos micro-organismos c@nmutans e S. sanguinis (BARBIERI,
2005).

2.2 Biofilme Dental

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre a microbialdoucal tem se
multiplicado exponencialmente gracas em grande aridesenvolvimento das técnicas
envolvendo biologia molecular. Considerando quawadade oral € o nincho ecoldgico
com maior diversidade conhecida, temos na liteaatecente o registro de que o
namero de espécies colonizadoras da cavidadeadtali sie 500 espécies em 2001 para
cerca de 700 espécies em 2005 (A&%l., 2005). Enquanto a vasta maioria desses
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micro-organismos € inofensiva, algumas espécies id@otificadas como agentes
causadores de uma variedade de doengas dent@ @afcavidade oral como a carie e a
doenca periodontal (MEYER; FIVES-TAYLOR, 1998).

Os biofilmes bacterianos séo formados quando ndoganismos unicelulares
se tornam irreversivelmente aderidos a uma super§iglida e envolvida por uma
matriz de polissacarideos extracelulares, podeaderta formacéo de biofilmes a partir
de uma ou multiplas espécies bacterianas (SPRARKTHFEN, 2003). A diversidade
anatdbmica existente na cavidade oral e a interd§me entre as suas estruturas
tornam o desenvolvimento dos biofilmes particularteenteressante. Contrariamente
ao que ocorre nas superficies mucosas onde haamtante descamacéao do epitélio e
consequente renovacao dos microrganismos adendagentes constituem superficies
duras favoraveis a formacdo e maturacdo do biofibaeteriano tanto na regiédo
supragengival como na regido subgengival (MARSH41MARCOTTE; LAVOIE,
1998). A placa dental é um biofilme bacteriano etr@alo naturalmente na superficie
dos dentes, apresentando composicdes bacteriamaurbica que podem variar em
decorréncia de fatores intrinsecos e extrinsecosh@pedeiro (MARSH, 1992;
KOLENBRANDER, 2000; WATNICK; KOLTER, 2000).

Com relagdo ao desenvolvimento dos biofilmes dentamos que apds a
limpeza profissional da superficie dos dentes ansa@ a deposicdo de uma camada
acelular denominada pelicula adquirida (NYVAD, 1993s principais constituintes da
pelicula sdo componentes originarios da saliva dluddo gengival como proteinas,
glicoproteinas e lipidios, além de componentesebactos como as glucosiltransferases
(MARCOTTE; LAVOIE, 1998). A colonizagdo bacteriada pelicula adquirida inicia-
se poucas horas ap0s a limpeza profissional, seadestreptococosSfeptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis e Sreptococcus mitis) e em proporcdes menores
Neisseria e Actinomyces oS micro-organismos pioneiros na colonizacdo d&ya
(BOWDEN; EDWARDSSON, 1995). Neste momento, as bastécom pouca ou
nenhuma afinidade pela pelicula sdo eliminadas fako salivar, enquanto que
interacBes moleculares entre as proteinas da [gelidquirida e a superficie bacteriana
sdo responséaveis pela especificidade da coloniZagéeriana nos primeiros estagios
de formacgdo do biofilme dental (GIBBONS; HAY, 1988)p0s a colonizacéo inicial,
0S microrganismos pioneiros crescem rapidamentadodo micro colonias que ficam
embebidas em uma matriz extracelular onde as edagbterbacterianas, como

coagregacao, producédo de bacteriocinas e interagdeisionais, contribuem para o
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aumento da diversidade microbiana até o estabetetnrde uma comunidade climax
como ilustrado na figura 1(PRATTEN, & WILSON, 1999)

(a) Colonizagdo primdria

(b) Microcoldnias

< R
Divisdo celular
l 1 EPS
Q P \ %
| Substrato | | Substrato |

© Colonizagdo secundaria
c

Célula unica Coagregacdao Grupo de células
| ——]
Coades3o

Coadesdo Coadesdo
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Biofilme maduro multipla espécies

| Substrato |

I Substrato

TRENDS in Micrmb ology

Figura 1. Diagrama ilustrando os estagios envobvigo desenvolvimento do biofilme dental a partir

de mdltiplas espécies bacterianas. (a) colonizadprienarios unicelulares “revestem” o substrato

dental ligando-se a compostos de origem salivaaotebana como polissacarideos e proteinas; (b)

Células em crescimento e diviséo iniciam a prodwggolissacarideos extracelulares (PEC) e o

desenvolvimento de microcolbnias; (c) Coadesdo didaséde diferentes espécies formam uma

comunidade jovem de multiplas espécies no biofilfdgMaturacéo e formagdo de mosaicos clonais

com multiplas espécies no biofilme. (Adaptado #HCKAR et al, 2003- Bacterial coaggregation :

an integral process in the development of muléiesgs biofilms).

A analise quimica de amostras de biofilme dentlheédas de seres humanos

e animais revelou que aproximadamente 20% de sissamseca € composto por
carboidratos (HOT£t al., 1972; BOWENet al., 1977; CURYet al., 2000). As células
bacterianas podem constituir 60% a 70% da masdaofibome, o qual pode conter de
10° a 13" micro-organismos por grama (ORTHE, 1993; RAMBER®@I., 2003; Llet

al., 2003).

Nos ultimos anos, tem sido observado que bactérsesidas nos biofilmes

passam a exibir caracteristicas fisioldgicas desinque resultam no aumento de

resisténcia dos biofilmes aos agentes antimicralsiajuando comparadas as mesmas
bactérias crescidas de forma plancténica (EVANSLMES, 1987; MAH; O TOOLE,

2001). Aparentemente, o crescimento dos biofilmesfatma organizada sobre a

superficie dos dentes pode funcionar como umagioteontra as forcas mecanicas da
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mastigacéo, contra os mecanismos de defesa iratlquirida do hospedeiro bem como
contra agentes agressores externos (BOWDEN, 1889 disso, os mecanismos de
defesa dos microrganismos podem incluir a formalgioma barreira fisica constituida
especialmente por polissacarideos que pode ddrcuét difusdo dos agentes
antimicrobianos no interior dos biofilmes, a trgasi para uma taxa de crescimento
mais lento decorrente das limitagdes nutricionaigterior dos biofilmes, a ativagéo de
mecanismos gerais de resposta ao estresse, bem @oexpressdo de fendtipos
especificos para microrganismos organizados nagfaierbiofiimes (MAH; O'TOOLE,
2001).

Apesar da complexidade da comunidade bacterianacgjoaiza o biofilme
dental, existem evidéncias consideraveis de queesepca delreptococcus mutans
esteja diretamente relacionada aos estagios midaiformacdo das lesbes de carie em
humanos. Isso se d4 devido a sua presenca emn@lgis imediatamente antes do
surgimento das lesbes, a sua habilidade em rapidameéegradar carboidratos
fermentaveis promovendo a formacédo abundante de,aaiém da sua capacidade de
tolerar ambientes com baixo pH (SVENSATER al., 2001). Assim, encontra-se
estabelecido na comunidade cientifica 0 conceitaqu® o surgimento de uma das
doencas mais prevalentes na cavidade bucal de lgmarcérie dental (LOESCHE,
1986) esteja intimamente relacionadas a presengaiddilmes organizados sobre a
superficie dos dentes (COSTERT@MNA ., 1999; SBORDONE; BORTOLAIA, 2003).

2.3 Streptococcus mutans

A literatura tem demostrado consistentemente qgelpo mutans de bactérias
gram positivas, particularmente, Sireptococcus mutans, S80 0S micro-organismos
sempre presentes no biofilme dental cariogéniceempenhando papel chave na
patogénese da céarie em humanos (HAMAEB®Aal., 1984; LOESCHE, 1986; LI,
BURNE , 2001).

Nesse contexto, 8 mutans é considerado um dos principais micro-organismos
relacionados a patogenia da carie dental (HAMADAABE, 1980), por possuirem
alguns fatores de viruléncia, como a capacidade poelucdo de &cidos, ou
acidogenicidade, e a capacidade de sobrevivériganeanutencéo do metabolismo em
ambientes Acidos, ou aciduricidade (LOESCHE, 19&®li e Marquis (1991)
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descreveram que essas bactérias sdo capazes @e anpraducdo de acidos a partir da
gliclise em ambientes com pH menor que 5,0. Essailittade em resistir a
acidificacdo do meio esta relacionada ao aumenttinalade da bomba translocadora
de proétons localizada na membrana plasmatica lacher

Esse sistema, denominado FATPase, regula o pHahiifar bacteriano, pois
bombeia os protons, originados na fermentacdo doboidratos, para o0 meio
extracelular, evitando, assim, a acidificacdo doimqikacelular (BENDERet al., 1986).
A estabilidade do pH intracelular torna esses mig@aeismos capazes de suportar as
condicbes ambientais adversas. Além disso, outresanismos de adaptagdo ao
estresse acido tém sido identificados 8mmutans, como indugédo de proteinas de
estresse (JAYARAMANet al.,, 1997; LEMOS et al., 2001) e modificacbes na
composicao da membrana celular (QUIVEYal., 2000; FOZO; QUIVEY, 2004). Tais
mecanismos de resisténcia tornam essas bactériascomapetitivas frente aos demais
micro-organismos do biofilme dental durante pergodie acidificacdo do meio
(MARSH, 2003). Outro fator que influéncia a colagao e acumulo d& mutans no
biofiilme dental € sua capacidade em sintetizar uma#iz extracelular de glucanos,
principalmente os insollUveis em &gua a partir darsse (HAMADA et al., 1981).
Embora a cavidade oral das criancas seja estérdnthu a fase intra-uterina, a
colonizacéo inicia-se ap0s o0 parto estabelecendie-seaneira transitoria nos primeiros
meses de vida devido a descamacao e consequentgigdegdos tecidos orais. O
surgimento dos dentes nesse micro ambiente é umentomdecisivo para o
estabelecimento da microbiota permanente e nessadfecriangca parece estar mais
susceptivel a aquisicdo de micro-organismos des$ognternas.

Estudos usando métodos fenotipicos/genotipicosremgéortemente que a
“mae” € a principal fonte de infeccdo das crianpas Streptococcus mutans e
Sreptococcus sobrinus (KLEIN et al., 2004) e a saliva € o principal veiculo de
transmissdo. No entanto, a detec¢do de genotiposd@m sdo encontrados nas maes e
em outros membros da familia indicam que estes ortigyanismos podem ser
adquiridos por outros meios. Esta variabilidaddraasmissdo pode estar associada a
susceptibilidade de cada crianga, incluido o peritefinido como janela imunoldgica,
condic¢do imunoldgica da crianca (CAUFIEldeDal., 1993), a presenca de alteracdes na
estrutura do esmalte, o consumo de sacarose (MATGRSNER et al., 1998), além
da acao de fatores nao especificos da saliva @rgisimune da mucosa bucal (LI;
CAUFIELD, 1995).
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2.4 Fatores de viruléncia associado addreptococcus mutans

A viruléncia de uma bactéria consiste em propriedague promovem ou
favorecem sua entrada, colonizacdo e crescimentoorganismo do hospedeiro
(VALDEVITE, 2007).

A capacidade de&s. mutans em desenvolver uma lesdo de carie dentaria
depende da associacdo de varios fatores de virajéncluindo (1) a composicao de
sua superficie celular (sorotipo), (2) a producd® Iolcteriocinas (mutacinas)
(RODRIGUESEt al., 2008), (3) aderéncia inicial a superficie dostele por meio de
proteinas de adesdo, (4) capacidade de sintetinhssgqcarideos extracelulares
insolUveis, por meio de enzimas glucosiltransfexaseque promove o acumulo e a
permanéncia do micro-organismo na superficie dogede (5) alta capacidade para
catabolizar carboidratos e produzir acidos que desalizam o esmalte dental, o que
lhe da o carater acidogénico e, (6) habilidade paescer e da continuidade a
metabolizacdo de carboidratos em baixo pH, o geeclinfere o carater acidurico
(KURAMITSU, 1993; BURNE, 1998).

Devido a participacdo doS. mutans na etiologia da carie dental, grande
importancia tem sido dada ao estudo desse micem@mmo (ARTHURet al, 2007).
Alguns trabalhos tém demonstrado que na cavidadal lexistem diferentes genétipos
de S mutans, tanto na saliva quanto no biofiime dental, (SAAREet al., 1993;
SAARELA et al., 1996; KLEINet al., 2004; LEMBO; MAYER, 2005). Caracteristicas
genéticas podem estar relacionadas a diferencasruiéncia entre as cepas &
mutans. A habilidade da bactéria em sobreviver e persistir cavidade bucal ira
depender da sua plasticidade genética, que detearsna capacidade pra responder as
flutuacbes locais das condicbes ambientais ou ttesse (DOBRINDT; HACKER,
2001). A microbiota residente do biofilme dentalaesujeita a variacdes, tais como,
reducdo na disponibilidade de nutrientes e redu@igH, devido a exposicdo aos
acidos organicos (CARLSSON, 1989; NASCIMENE&Gal., 2004).

A compreensao dos mecanismos moleculares envolvidosstabelecimento
da espécié&. mutans no biofilme dentario pode fornecer elementos imguds para o
desenvolvimento de novas estratégias para conttelenfeccdo por estes micro-

organismos e consequentemente do desenvolvimermid@ridgaem humanos.
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2.5Glucosiltransferases

A sintese extracelular de glucano, durante o arestio deS mutans no
biofilme dentario, ocorre pela acdo de enzimas ajlilicansferases (Gtfs), as quais
utilizam a sacarose como seu Unico substrato (GOSMMGAO, 2000). A matriz
polissacaridea do biofilme dental, formada inicete pela acdo desses glucanos,
funciona ainda como uma forma de protec¢éo frente@scas variacées de pH do meio,
atuando como uma barreira protetora (H@J@., 1976), e como reserva de nutrientes
em periodos onde a disponibilidade de substraitesuéiciente (GIBBONS,1968).

Diferencas na sintese de glucanos insolUveis podstar associada aos
diferentes genotipos bacterianos e aos diferemgasgle viruléncia. A producdo destes
glucanos modifica as propriedades fisico-quimicasidfiime dental, resultando em
uma menor concentracdo de calcio, fosforo e floof€tJRY et al., 1997), bem comao,

0 aumento da porosidade da matriz do esmalte ddERO et al., 1992) tornando o
dente mais susceptivel ao desenvolvimento da dénria.

Trés enzimas glucosiltransferases (GtfB, GtfC eDy5tk&o codificadas
respectivamente pelos gergifB, gtfC e gtfD, e suas atividades séo distinguidas pelo
tipo de ligacdo glucosidica predominante no glucsintetizado (AOKIet al., 1986;
HANADA; KURAMITSU, 1988). GtfB catalisa a sintese dlucanos ricos em ligacées
glucosidicas do tipa-1-3 (AOKI et al., 1986), que resultam em polimeros insolluveis
em agua. GtfD catalisa a formacao de glucanos eoodsigacdes glucosidicas1-6,
que resultam em moléculas soluveis em agua (HANABRRAMITSU, 1988),
enquanto que a GtfC esta envolvida na sintese wmamgbs sollveis e insolUveis em
agua (HANADA; KURAMITSU, 1988).

As Gtfs possuem cerca de 1500 aminoacidos (147456 aminoacidos para
GtfB e GtfC, respectivamente), e apresentam daisinios de maior importancia: um
dominio catalitico (Figura 2, Ill), localizado apassua extremidade aminoterminal, o
qgual se liga a sacarose e a hidrolisa (MOOSE&., 1991) e um dominio C-terminal
(Figura 2, 1IV), caracterizado por diversas repeficde aminoacidos, que se liga ao
glucano recém sintetizado, sendo também necegsar& a atividade enzimatica de
extensdo e crescimento das cadeias de glucano (KARWRAMITSU, 1990;
MOOSER; WONG, 1988).
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Figura 2 - Representacdo dos dominios presenteseqgi€ncias dos precursores das
Gtfs deS mutans: 1) peptideo sinal (42% de homologia entre GtfBiCGt GtfD); II)
regido variavel de aproximadamente 200 amino&cigios,é Unica a cada Gtf (fungdo
desconhecida); 1) regido referente ao dominicaliito de aproximadamente 800
aminoacidos (43% de homologia entre Gtfs); V) &egessencial para ligacdo de
glucanos (dominio C-terminal) (89% de homologiaeas Gtfs). Adaptado deolby e
Russell, 1997. Escala aproximada.

Os genes codificadores das Gtfif) sdo altamente homologoSenBank
GenelD: 1028336gtfB; 1028343gtfC; 1028270gtfD). As seqliéncias de aminoacidos
das proteinas precursoras codificadas por estes gempartilham 50% de identidade,
sendo que as proteinas GtfB e GtfC apresentam gPRémiologia nas suas sequéncias
de aminoacidos (GOODMAN; GAO, 2000). As fases asede leitura (ORF) de GtfB
e GtfC estdo organizadas em um mesmo sentido destengenegtfB e gtfC separados
por apenas 198 pares de base no cromosson® whatans (Figura 3). Ndo ha um
consenso sobre os promotores envolvidos na trgascdos genegtfB e gtfC. Alguns
estudos sugerem que a expressagtiiee gtfC é policistronica e que estes genes séo
coordenadamente expressos (HUDSON; CURTISS, 199BXMER et al., 1993,
YOSHIDA; KURAMITSU, 2002). Por outro lado, ha dadqse indicam que o gene
gtfC apresenta um promotor independente (SMORAWINSKA,RAMITSU, 1995;
FUJIWARA et al. 1996; GOODMAN; GAO, 2000), o qual demonstrou umeiddde
10 vezes maior do que o promotor localizado a nmatada ORF de GtfB
(GOODMAN; GAO, 2000). O gengtfD localiza-se em uma regidao do cromossomo
distante dos genegfB e gtfC e apresenta promotor independente (FUJIWAGRAI.
2002).
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Figura 3 - Representacédo esquematica da organizimsigenegtfB e gtfC no cromossomo d&
mutans. A transcricdo ocorre na fita superior do DNA, enak fases abertas de leitura (ORFs)

encontram-se proximas e no mesmo sentido. Adaptadiipp, 2006.

Apesar deste papel fundamental das Gtfs na viridé&eS. mutans, ha pouca
informacéo sobre os fatores que regulam a expredssigenes codificadores dessas
enzimas. A compreensdo dos mecanismos moleculavedvielos no estabelecimento
da espéci&. mutans no biofilme dentario pode fornecer elementos imguds para o
desenvolvimento de novas estratégias para conttelenfeccdo por estes micro-
organismos (STIPP, 2006).

2.6 Proteinas ligantes de glucanos

As proteinas ligantes de glucano (GbpsGtigcan-binding proteins) compdem
um grupo heterogéneo de proteinas extracelularegleowsuperficie, que exibem
afinidade a glucanos insollveis em agua em ensaiogro (STIPP, 2006). Quatro
Gbps foram identificadas para a espéSiemutans, GbpA, GbpB, GbpC e GbpD
(SATO et al., 1997 SHAH, RUSSELL, 2004; SMITHet al., 1997). Estas proteinas
podem ser secretadas ou associadas as superéhiEsas (GbpA, GbpB e GbpD) ou
ligadas covalentemente a parede celular (GbpC)resaptam diferentes afinidades a
polissacarideos (BANAS; VICKERMAN, 2003).

Pouco se sabe sobre a regulacdo das Gbps. Recetgeroshidaet al. (2002)
relataram que o rompimento do gene IluxS Srmutans atrapalha a formacéo de
biofilme, talvez devido a maior auto-agregacédo.aOmres especulam que a expressao
de Gtfs e Gbps pode ser regulada pela auto-ind2iggid-2) de uma molécula de
sinalizacao para um sistema de “quorum sensing’égom@ntida entre muitas espécies
de bactérias gram-positivas e gram-negativas (SCbEARJet al., 2001).

A GbpA é uma proteina secretada com alta homolagi@ominio carboxi-

terminal das Gtfs, também conhecido como domirmganiie de glucano, que inclui
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sequéncias repetidas ricas em residuos de tir@RUUSSELet al., 1979). A GbpB é
composta de 431 a 432 aminoacidos, e ndo aprebBentalogia com outras Ghps,
embora apresente cerca de 70% de homologia comldsds de mureina (MATTOS-
GRANERZE€t al., 2001). A GbpC é um componente da parede celel& mutans, cuja
expressdo parece ser mais intensa em condicOestrésse osmatico (SAT@ al.,
1997).

GbpB foi primeiramente purificada de sobrenadamtesculturaS. mutans;
através de sua afinidade por dextrano (SMidHal.,1994). Até o momentoesta
proteina demonstrou ser produzida por todas assadp& mutans testadas, mas as
quantidades produzidas e a localizagdo desta peotedrecenser dependentes do
background genético da cepa (MATTOS-GRANERal., 2001).Entre os 44 gendtipos
de S mutans analisados, foi identificada uma relagéasitiva entre quantidade de GbpB
detectada no sobrenadante de culturafermacdo de biofilmdn vitro, através de
ensaios de imundot-blot com anticorpgoliclonal de rato (MATTOS-GRANEI al.,
2001).

Inimeras formas de elaboracdo de vacinas antic@nesendo desenvolvidas
com Gbps em ratos e macacos, através de imunizaigh@sicas, mucosas ou passivas.
Embora varias proteinas ligantes de glucano (Gigp$lam sido descritas (BANAS
al., 2003), somente a GbpB & mutans (SMITH et al., 1994) pareceu apresentar
propriedades imunogénicas e protetoras contrai@ déntaria. Diversas caracteristicas
desta proteina ressaltam seu potencial como umnaldesenvolvimento de vacinas. A
GbpB é produzida por todas as cepas laboratoniaidinicas testadas até o0 momento.
Mais de 80 isolados clinicos @mutans testados em imuno-ensaios com anticorpos
GbpB-especificos apresentaram niveis detectave@bg® em fluidos de cultura e em
extratos celulares (MATTOS-GRANE® al., 2001) . Smittet al., 2003 mostraram que
a imunizacdo sistémica ou de mucosas contra Gbjie,iem média, em 50% o
desenvolvimento da cérie em animais infectados @mmutans (cepa SJ32) e
submetidos a uma dieta com 56% de sacarose. Hntrgpmuco se sabe sobre a funcéo
bioldgica da proteina GbpB no acumulo dependensadarose em biofilmes e sobre os

fatores que regulam a expresséao do gbp8 (STIPP, 2006).
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2.7 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

Os primeiros relatos da terapia fotodinamica ocameno inicio do século
passado com os experimentos de Raab (1900), ne& agiescrito a acdo letal do corante
acridina quando ativado pela luz de relampagosespiraméecio$RAAB, 1900). Mais
tarde, von Tappeiner relatou que esses efeitosd®xido se deviam apenas a presenca
da luz e criou o termo “reacgéo fotodinamica” (VA904). Vinte anos depois, Policard
publicou as primeiras observacdes clinigasspeito dessa terapia (POLICARD, 1924).
A aplicabilidade dessa técnica foi demonstrada aotépias, virus e protozoarios bem
antes da Segunda Guerra, mas foi abandonada depidpularizacado das sulfonamidas
e da penicilina (WAINWRIGHT, 1996). O retorno daliepcdo antimicrobiana de
fotossenssibiizador (FS) nas Ultimas décadas édtadsuda busca de novas terapias
antimicrobianas devido ao enorme crescimento deébas resistentes aos farmacos. A
evolucdo microbiana tem sido mais veloz do que paddade do homem em
desenvolver novas drogas e o0s surtos de resistémitaobiana observados
recentemente nos hospitais parece ser decorremendipio de sobrevivéncia dos mais
adaptados. Assim, as bactérias patogénicas, quepespmena porcentagem s&o
naturalmente resistentes a farmacos (tais comaipeas), logo se tornam a populacdo
dominante.

No Brasil, os estudos em Terapia Fotodinamica (TE@hecaram a ganhar
espaco a partir de 1987 (KIMt al., 2003; ZEZELL, 1987; ZEZELL, 1991).
Atualmente, arFD ja ocupa um espaco relativamente grande, com flgwpos em
diferentes universidades e centros de pesquis&zaerdb estudos nessa area. Além
disto, o Hospital Amaral de Carvalho, em Jau-SR;ojdta com um centro de terapia
fotodinamica que vem beneficiando muitos pacieptetadores de cancer. Além desse
hospital, aTFD ja comeca a ser utilizada também pelo InstitutovVdsio, ligado a
Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp), parmatamento da degeneracéo
macular senil, uma doenca comum, mas que é coadaler segunda causa de cegueira
nos idosos.

A década de 90 marcou o recomeco da utilizacaerdpia fotodinamica com
finalidade antimicrobiana (TFDA). A TFDA antimicrobiana encontra-se bem
fundamentada na literatura, principalmente em cdsdafec¢des localizadas, de pouca
profundidade e microbiota conhecida. Sua acaolmtfi€a também esti sendo estudada
(SARKAR; WILSON, 2003; SHIBLIt al, 2003; GARCEZt al, 2006).
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2.7.1 Mecanismo de acao

A Terapia Fotodindmica € um novo e promissor tratam clinico que
emprega a combinacao de luz, oxigénio e um compgogissensibilizador (FS) para o
tratamento de uma variedade de patologias de casatmlogico (MACDONALD;
DOUGHERTY, 2001), cardiovascular, dermatoldgicotalofiico e microbiolégico
(SEGALA et al, 2002) O processo fotodindmico € obtido pela acdo da blr
fotossensibilizador que, na presenca do oxigémios& a destruicdo da célula alvo, seja
ela do hospedeiro ou de algum micro-organismo clusie uma infeccao.

Durante a terapia antimicrobiana dois processo®qfbmicos podem
acontecer: na reacao do tipo |, ocorre a transteaée energia do fotossensibilizador
excitado a célula alvo, ocorrendo reacdes de dedimdo com biomoléculas e
producao das espécies reativas de oxigénio, copmré&ido, radical hidroxila, etc; na
reacdo do tipo Il, a molécula do fotossensibilizag@age com moléculas de oxigénio
molecular resultando na formacéo de oxigénio siogifamente reativo. Este estado do
oxigénio é quimicamente multo ativo e pode indwArias reacfes em cadeia com
componentes da célula, tais como DNA, proteinadplipidios da membrana celular,
etc, podendo causar danos irreversiveis a céluimdl® a sua morte (HAYEKt al.,
2005).

Por outro lado, a molécula de oxigénio no estadglaio pode perder sua
energia por processos de emissdo de fotons ouncemta intersistemas e voltar para
seu estado fundamental sem comecar qualquer rea88ADA, 2007).

Assim, para aumentar a eficiéncia do processo tanjmtle ser aumentada a
velocidade de reacdo do oxigénio singleto com seréagentes, tais como DNA,
proteinas ou membranas celulares. Isto aconteaedqua oxigénio singleto é gerado
perto deste reagente, o que significa aumentaplkapilidade de encontro entre este
reagente e 0 oxigénio singleto. Outra estratégi@aminho para aumentar a eficiéncia
do processo fotodindmico seria aumentar a afinidadgensibilizador com as estruturas
que devem ser destruidas (HAYEKal., 2004).
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2.7.2 Fotossensibilizadores

Para que a terapia antimicrobiana fotodindmicagaxalgum efeito na célula
bacteriana, a luz deve ser absorvida por um ou oiseus constituintes. Embora
algumas bactérias apresentem componentes capazdsawer parte do espectro de
luz visivel, a maioria das espécies nao apresestEseomponentes, de modo que o uso
de fotossenssibilizadores exdgenos, que atraiaghaduz, € fundamental ao sucesso
dessa terapia (WILSON; DOBSON; HARVEY, 1992).

A esséncia da TFDA provém da utilizacdo de um &#psibilizador com
banda de absorcéo ressonante com o comprimentadded® uma fonte de luz, uma
vez que a complementariedade entre esses fatoressponsavel pela morte da célula.
Para Wainwright, 2006 o agente fotossensibilizadtzal deve apresentar como
caracteristicas: estabilidade bioldgica, eficiéroimquimica, seletividade pela célula
alvo e minimo efeito toxico as células normais. s fotossensibilizadores, mais
utilizados na terapia fotodinamica antimicrobiaemos as porfirinas e seus derivados
as ftalocianinas, as fenotiazinas, as cianinaacadinas, os corantes fitoterapicos e as
clorinas (YAMADA, 2007).

A maioria dos fotossensibilizadores que vem sendtudados para o
tratamento do céancer e outras doencas tecidu@is baseadas nas porfirinas, clorinas,
bacterioclorinas e nas ftalocianinas (CASTANDal., 2004). No entanto, entre os
corantes frequentemente utilizados como fotossdimaiiores antimicrobianos temos o
rosa bengal (SCHAFERt al., 2000), as fenotiazinas tais como azul de metilen
(BHATTI et al., 1998) e azul de toluidina (GAER al., 2004). Esses corantes tém
grande afinidades com os acidos nucleicos com #ep#e absorcdo muito semelhante
na regiao do vermelho visivet L = 660nm e 630nm, respectivamente) podendo induzir
reducbes nas contagens microbiolGgigasyitro, de 4-5 logs na populacdo apdés um
curto periodo de tempo (JORiIal., 2006).

Com relacdo a eficiéncia da inativacdo bacterianepnhecido que bactérias
Gram-positivas (+) sdo geralmente mais suscept&€eld-DA e as espécies Gram-
negativas (-) sao significantemente mais resistemteessa terapia (DEMIDOVA;
HAMBLIN, 2005). Essas diferencas podem ser exphsapelas diferencas estruturais
nas paredes das células bacterianas. Uma vez qoleracdo de Gram age de forma
similar aos corantes utilizados na TFDA temos quespécies Gram (+) que facilmente
capturam o corante sdo também facilmente mortapjagmo o reverso é verdadeiro
para as bactérias Gram (-) (MAIS#t al., 2005). Além disso, o envelope celular das
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bactérias Gram (-) conhecido como membrana extpot® funcionar como uma
barreira fisica e funcional entre a célula e sebiante dificultando a captacdo do
fotosssensibilizador durante a terapia (PERUSSI7R0

2.7.3 As fontes de luz

Assim como o fotossensibilizador, a escolha daefal® luz € um importante
fator para o éxito da terapia fotodindmica. As pinais fontes de luz utilizadas em
terapia fotodindmica foram |ampadas convencionasm luz ndo coerente e
policromatica, com um forte componente térmico essilm. Com o advento dos lasers,
este passou a substituir as demais fontes de luggpem monocromaticos e com isso
poderem ser associados a fotossensibilizadoresbemta de absorcdo ressonante ao
comprimento de onda do laser, ou seja, capazebssievar a maior parte da irradiacao
emitida pela fonte de luz. Assim, a densidade @egem € facilmente calculada e a area
de irradiagcdo pode ser bem control@&@KROYD et al., 2001).

A emisséo de luz advinda de um laser pode ter as vaaados comprimentos
de onda dependendo do seu meio ativo (argonio, ¢édeNliodos metéalicos). No
entanto, os lasers de diodo de emissaoren660nm sdo os mais utilizados nessa
terapia. Esses equipamentos apresentam poténaéesid para geragcao do processo
fotodinamico, sdo compactos, robustos, com sistgptsos relativamente simples, e
de custo mais acessivel, além de possuirem um ooemgo de onda ressonante a
banda de absorcdo da maioria dos corantes atuagniizados (RIBEIROet al.,
2005).

A mais recente fonte de luz alternativa utilizada ss LEDs(light emitting
diodes - diodos emissores de luz), que também podem seradtils consucesso como
fonte de luz em terapia fotodinamica, principalreemd tratamento de melanomas, pois
tem baixo custo, apresenta um baixo componented@renluz monocromatica, com
largura de banda da ordem de 40 nm (RIBEHR@., 2005). Apesar de serem capazes
de produzir luz monocromatica como os lasers, d3d.#30 apresentam boa colimacao
e coeréncia, resultando em faixas mais amplas tes@&mo que acaba sendo vantajoso
para a TFDA por aumentar a possibilidade de sokrefo do espectro de irradiacéo do
LED com o espectro de absorgéo da luz pelo fotsgsiémador (ZANIN et al., 2005;
PELOIet al., 2008).
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3 OBJETIVOS

O objetivo dessa dissertacdo foi avaliar o potémciamicrobiano da TFDA e
sua capacidade de alterar o padrdo de expressam girBireptococcus mutans em
biofilmes orais produzidog vitro, utilizando, para tanto, um diodo emissor de luz
(LED) associado ao fotossenssibilizador azul de-mtuidina (TBO).
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento experimental

Para o experimentn vitro, 72 discos de hidroxiapatita estéreis (HA) foram
randomicamente alocados em 4 grupos que foramzadds para permitir a realizacéo
de trés experimentos independentes a fim de dimowiés inerente ao experimento,
com 12 unidades experimentais por conjunto de gr&pafilmes de Streptococcus
mutans UA159 foram crescidos em discos de hidroxiapatitarsos em banho de
cultura em placas de poliestireno contendo 24 pooosle os 24 discos foram
aleatoriamente divididos em quatro grupos experiaigne submetidos a terapia
fotodinamica antimicrobiana, ap6s 5 dias de formadas biofilmes. O biofilme
formado sobre seis discos referentes a cada tratarftgam entdo agrupados em grupo
de trés biofilmes a fim de aumentar a quantidadéidBime coletada e permitir a
realizacdo das técnicas de contagem microbiolGgieatracdo de RNA, de modo que
eram obtidos 2 amostras de cada tratamento emrepdacdo do experimento (figura
4). Para isolar a habilidade dos micro-organismmspeoduzir biofilme, alguns discos
foram expostos apenas a um caldo ndo inoculadooCera esperado, nao foi
observado crescimento bacteriano e este grupoon&mifuido na avaliacdo. Os quatros
grupos experimentais utilizados nesse estudo dssmitos a seguir:

(FL") Biofilmes néo foram expostos ao fotossensibilaradu luz (controle
negativo). Os discos foram colocados em agua kestérvez de azul de orto-toluidina
(TBO) e esperado 15 minutos em temperatura ambeadinte de simular o tempo de
irradiacéo do LED.

(F'L) Biofilmes foram expostos somente ao fotosseng#ulbr. Discos
receberam solugédo TBO e foi deixado 15 minutos empéeratura ambiente a fim de
simular o tempo de irradiacdo do LED.

(FL™) Biofilmes foram somente expostos a I@s discos foram colocados em
agua estéril em vez de TBO seguido por 55 + 3.de irradiacdo por 15 minuots
usando uma luz LED .

(F'L") Biofilmes foram expostos ao fotossensibilizaddnz Os discos foram
colocados em TBO seguido por 55 + Jxde irradiacdo por 15 minuots usando uma
luz LED.
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Figura 4- Delineamento experimental dos ensa®gro

4.2 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de éticaRawquisa da Universidade
Estadual Vale do Acaralu (protocolo 669). Todos okintarios doadores de saliva
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esathrgrara Participagdo da Pesquisa

antes do inicio dos procedimentos experimentais.

4.3 Fotossensibilizador e fonte de luz

O fotossensibilizador utilizado foi o azul de ottddidina (Sigma, Cl 52040),
ilustrado na figura 5(A), dissolvido em agua dezawlia na concentracdo de 100ug/ml e
estocado em fraco ambar em temperatura ambientent& de luz utilizada foi um
diodo emissor de luz-LED (Laserbeam, Rio de Janddrasil) com espectro de
emissdo de 620 a 660nm e comprimento de onda pnediot® em 638.8nm, ilustrado
na figura 5(B).

A luz foi distribuida por um cabo de fibra opticant 9,5mm. A poténcia de

luz LED foi de 40mW e as amostras submetidas adenaidade de energia de £ 55
Jeni? apés 15 minutos de irradiacdo. A densidade degentni calculada a partir

da formula a seguir utilizando para efeito de délevarea do bloco.

DE = (P x T)/A DE = densidade de energia (Jfgm

T=tempo
P = poténcia (W)

A= area estimada (cin
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Figura 5. (A) Fotosensibilizador utilizado, azul deto- toluidina (Sigma-Cl 52040). (B)
Aparelho de LED Laser Beam com espectro de emiss&2@ a 660nm e comprimento de

onda predominante 632.8nm

4.4 Preparo dos espécimes

Discos de hidroxiapatita (Clarkson Chromatograptrgducts Inc.) foram
usados nestes estudos. Dispositivos metdlicos dedé aco inoxidavel foram
desenvolvidos a fim de suportar os discos HA nagposvertical simulando as forcas
de gravitacdo encontradas nos biofilmes formaddsoea (figura 6). Os discos de HA
foram submetidos a um banho ultrasénico por 10 togpara a remocao do po de
hidroxiapatita, posicionados nos dispositivos metél e a seguir foram autoclavados
em posigédo a 121°C, por 15 minutos (DUARERI, 2008).

Figura 6- Dispositivo metalico desenvolvido a fim d

manter os discos de HA na posi¢éo vertical.
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4.5 Formacao de biofilman vitro

O micro-organismo utilizado nesse estudo Sweptococcus mutans UA159.
Para preparar o inoculd. mutans foi primeiramente crescido por 18 horas em
Tryptone- Yeast Broth- TYB (Difco, Kansas City, Mmuri) contendo uma
concentracao final de 1% de glicose em temperaki@7°C e atmosfera parcial de 5%
CO,. Depois da esterilizacdo os discos foram imersosagua Mili-Q por 1 hora em
temperatura ambiente para promover a umidificaggongesmos. Em seguida os discos
foram colocados em uma placa de poliestireno dedybs contento saliva humana
clarificada diluida 1/1 (v/v) com o tampéao de addor(50 mM KCI; 1.0 mM CacCl; 1.0
mM MgCl, de pH 6.5) e 0,1 M de fluoreto fenilmetilsufonil rezdo de 1:1000. Os
discos foram em seguida incubados a 37°C por 1 éoraum agitador orbital para
simular a formacéo de pelicula adquirida. Na segjaérs discos HA foram transferidos
para outra placa de poliestireno de 24 pocos cdat2mmL de meio TYB contendo 1%
de sacarose (figura 7) e 100ul $teeptococcus mutans da cultura overnight para cada
40 mL de meio. Os biofilmes foram entédo formados discos HA por 120 horas com
troca periddica do meio de cultura a cada 24 h@BBARTE et al, 2008). No final do
periodo experimental, os biofilmes foram lavadés trezes com solucdo NaCl 0,89% e

entdo submetidos a um dos quatro tratamentos|mierde propostos.

Figura 7- Discos HA em placa de poliestireno d@@dos contendo 2 mL de

meio TYB com 1% de sacarose.

4.6 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana nos biofilmes formadosin vitro

Depois de 5 dias de formacdo de biofilme, os dismrgendo os biofilmes
foram transferidos para outra placa de poliestidg®m@4 pocos contendo TBO (grupos
F+L- e F+L+) ou agua Mili-Q estéril (grupos F-L-FeL+) durante o tempo de pré-
irradiacdo de 5 minutos na auséncia da luz (figur&a sequéncia, os biofilmes foram
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expostos a 15 minutos de irradiagéo por uma famenosa do tipo LED (grupos F-L+
e F+L+) (figura 9A) ou mantidos em temperatura ante durante 0 mesmo periodo
(F+L- e F-L-).

O biofilme formado sobre seis discos referenteada ¢cratamento foram entéo
agrupados em grupo de 3, a fim de aumentar a gaaletide biofiime coletada e
permitir a realizacdo da técnicas de contagem inimi@gica e extracdo de RNA, de
modo que eram obtidas 2 amostras de cada tratamentocada repeticdo do
experimento. Para a contagem microbioldgica, am®stos biofilmes formados foram
coletados em eppendorfs pré-pesados contendo lensbold¢do de NaCl a 0,89%. O
material foi sonicado com 3 pulsos de 10 segundobwatts com intervalo de 1 minutos
entre eles. A suspensao foi entdo diluida em sieémal de (1:10, 1:100, 1:1000,
1:10000) e foi plaqueada em triplicada em placaéghir BHI utilizando a técnica da
gota ap6s o que foram incubados na temperatur@°d@e por 48h, em atmosfera parcial
de 10% de C@ Decorrido o tempo de incubacdo, a contagem widades formadoras
de colbnia (UFC) foi realizada e o numero de UFChegbiofilme foi estabelecido.
Adicionalmente, o restante do biofilme formado doletado em um estabilizador de
RNA (RNAlater® Ambion Inc., Austin, TX, USA) paraopterior extracdo de RNA e
andlise da expressdo & mutans submetido a terapia fotodindmica antimicrobiana
(figura 9B).

Figura 8. Discos contendo os biofilmes em umagtie poliestireno
de 24 pocgos contendo TBO (grupos F+L-e F+L+) ouadglili Q
estéril (grupos F-L- e F-L+).
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Figura 9. (A) Biofilme expostos a 55 Jémtilizando uma fonte de luz LED durante 15 minudesrradiagéo
(grupos S-L+ e S+L+). (B) Coleta do biofilme com mstento afiado estéril para contagem microbiol6gica
extracdo de RNA.

4.7 Extracdo do RNA

O RNA total presente nas amostras de biofilmes stidos aos diversos
tratamentos descritos anteriormente foi extraido pgétodo descrito por Stipg al
(2008) com algumas alteracdes. Inicialmente, assaasforam retiradas do freezer 80
°C e parte da solucdo de RN&er foi removida através de centrifugacdo a 119000
4°C, por 1 minuto. Em seguida, 220ul das amostoaant colocados em tubos
criogénicos com rosca contendo pequenas pérolagrafimia. Os tubos criogénicos
foram levados para o equipamento “Bead-beater” i(\dead-beater 16 - BioSpec
Products. Bartlesville, OK, USA), a fim de promowisrupcdo mecanica das células,
sendo a amostra misturada por 60 segundos na otéagima do aparelho. Apés esse
periodo, as amostras permaneceram no gelo, poedihdos para posterior repeticao
do processo, 850ul da solugéo de beta mercaptoRiom(kit Rneas§ Mini Kit da
Qiagen) na proporcao de 10 pl de beta mercaptolpana de RLT foi adicionada a
amostra, vortexada por 30 segundos e centrifugada2 pminutos, 11.000g a 4°C.
Posteriormente 400 pl do sobrenadante resultantetrdosferido para um tubo
eppendoff contendo 285,7 pl de etanol absoluto.

A continuidade do processo de extracdo total ouocmem a transferéncia da
solugdo contendo a amostra juntamente com etarsdldb para as colunas de
purificacéo do kit Rnea$yMini Kit (Qiagen). Os reagentes RW1 e RPE, na tjdade
de 700 pl e 500 pl respectivamente, foram adiciomaseparadamente a coluna
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intercalados com centrifugagédo a 20°C, 11.000g3pos. As amostras foram tratadas
com DNase | (Qiagemuesseldorf, Germanypara remoc¢édo de contaminantes de DNA
gendmico. Para isso, 80 ul de uma solucéo contéidol de RDD e 10 ul de DNase
foi adicionada a coluna e incubados a temperatutaemte por 15 min. Posteriormente,
350ul de RW1 e 500 pl de RPE foram adicionadosydéatando com centrifugacdo a
20°C, 11.000g por 30 segundos. Neste momento aa&dhi transferida para um tubo
eppendorf de 1,5 ml sem tampa e 30 pl de &gua livre de DR &Rase foi adicionada
para posterior centrifugacdo a 20°C, 11.000g posedjundos. O processo foi repetido
por mais uma unica vez, para salvar o eluenteteggld em uma quantidade total de 60
ul de RNA extraido.

A concentracdo, pureza e integridade do RNA foramfivgadas através da
analise da razdo entre as absorbandjagAqso utilizando para issdyanoDrop 2000
Thermo Scientific (NanoDrop products Wilmington, DESA) e um fotodocumentador
de eletroforese.

A fim de minimizar a contaminacdo por DNA genémicenzima Turbb”
DNase (Applied Biosystems/Ambion, Austin, USA) fdilizada. A amostra de RNA
bruto foi adicionada a uma solucao contendo 10epthdchpao da Turbo DNase, 5ul da
enzima Turbo DNase, e proporcional quantidade dea diyre de DNase e RNase
(Sigma) em relacdo a quantidade de amostra de R0A, bresultando em uma solucdo
final de 100 pul. A solucdo permaneceu por 30 ma7&. Em seguida, toda a amostra
foi adicionada a um tubo eppend&irfcontendo 350ul de RLT e 250 pl de etanol
absoluto. A solucéo foi misturada e transferidaapeolunas de purificacdo do kit
Rneasy MinElute™ Cleanup Kit (Qiagen) e centrifugada a 20°C, 1ag0@or 30
segundos. Em seguida 500ul de RPE e 500ul de e&¥6l foram adicionados
individualmente e intercalados por centrifugacd0eC, 11.000g por 30 segundos. A
coluna foi transferida para um tubo eppentisém tampa de 1,5 ml e entéo adicionado
25ul de agua livre de DNase e RNase centrifugaddL pain, 10.000g e 24°C . Esse
procedimento foi repetido e o eluente foi salvouena quantidade total de 50 pl.

As amostras foram levadas imediatamente para ezdre-80°C e a
concentracdo, pureza e integridade do RNA apdésraoTDNAse foram verificadas
novamente através da analise da razdo entre adbabsiasAs/Azgo € da verificacao

da imagem em um fotodocumentador de eletroforese.
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4.8 Obtencéo do cDNA

Os cDNAs foram sintetizados a partir de RNA puafio oriundo de cada
amostra de biofilme utilizando o kcript™ cDNA Synthesis kit (BioRadps reacées
de transcriptase reversa foram preparadas a plrtiima mistura contendo 4ul de
IScript,1 ul IScript RT, 0,39 de RNA purificado da amostra e agua livre de [2Nas
RNase em uma quantidade suficiente para uma soligdlode 20 pl. A solucao
resultante foi misturada por 5 s e em seguida mdala 25C por 5 minutos e 42 por
30 minutos. A reacdo foi completada com o aquedineéia mistura a 8& por 5
minutos. ApOs o processo, 30ul de agua livre dedeNaRNase foi adicionada para a
solugéo de cDNA tornar-se em uma concentracaodmdlO ng/ul. Logo em seguida as

amostras de cDNA foram estocadas ac20

4.9 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

A partir do cDNA obtido, rea¢des de PCR em temgal foram realizadas
para avaliar a expressao dos gegéB, gtfC e gbpB. Os pares derimers especificos
foram utilizados de acordo com Stigpal. (2008) os quais delimitam produtos de
tamanhos entre 150 e 200pb (Tabela 1).

As reacOes de PCR quantitativa foram realizadasrammmaquina de ciclagem
(MJ MiniOpticon™, Bio-Rad) com 12,5iL de solucdo master mix SYBR Green (IQ
SYBR" Green Supermix, Biorad), BL de cDNA de cada amostra ep® de cada
primer F/R e 6,5ul de agua. Curvas padrdes foratizadas para cada primer, 0s
experimentos foram realizados em duplicata e o dé8ede S. mutans foi utilizado
como gene de referéncia. A contaminacdo por DNAOeD foi determinada pela
realizacdo de reacOes controles de cDNA sem a adleatranscriptase reversa. A
expressdo dos genes de interesse foi calculadatia gea equacdo da reta da curva
padrdo, sendo entdo normalizada pela expressameatees de referéncia (PFAFFI,
2001). Os dados relativos a expressdo de inteessdeactérias crescidas em discos de

hidroxiapatita submetidas ou ndo a terapia fotadioa foram entdo comparados.
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Tabela 1Primers utilizados neaReagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

Gene Gene D! Orientacéo Sequiéncia {53’) Tamanho do produto
16SRNAZ 2886106 Forward 5-CGGCAAGCTAATCTCTGAAA-3 190 pb

Reverse 5'-GCCCCTAAAAGGTTACCTCA-3

gtfB? 1028336 Forward 5'-CGAAATCCCAAATTTCTAATGA-3' 197 pb
Reverse 5-TGTTTCCCCAACAGTATAAGGA-3'

gtfC? 1028343 Forward 5-ACCAACCGCCACTGTTACT-3' 161 pb
Reverse 5-AACGGTTTACCGCTTTTGAT-3'

gbpB? 1029610 Forward 5'-CAACAGAAGCACAACCATCA-3' 151
Reverse 5-TGTCCACCATTACCCCAGT-3'

! GenBank: http:// www.ncbi.nim.gov/entrez/query.Rifi=gene

2 Sequéncia do primer de Stipp,2008.

4.10 ANALISE DOS RESULTADOS

Para estabelecer a diferenca entre os gruposimgoeais foi aplicado um
teste de variancia (ANOVA one way) seguido do téaikey- Kramer. O nivel de
significancia foi definido em 5%. O software BioS2007 professional (AnalysSoft

Robust Business solutions company, Vancouver, Ggrfadusado.
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5 RESULTADOS

5.1 CONTAGEM MICROBIOLOGICA

Para determinar a atividade antimicrobiana da irdptodindmica em
biofilmes formadosn vitro foram comparados os numeros das unidades fornsadera
coldénias (UFC md) obtido do controle negativo e 0s grupos testés.
fotossensibilizacdo letal (F+L+) em biofilmes 8enutans UA159 formadosn vitro
com TBO 100ug/ml e densidade de energia de 55+ Z@multou em uma média
de contagem viavel de 8,58 X*1{FC mg", comparando com o grupo controle de 9,48
x 108 UFC mg' (F-L-) representando uma reducdo expressiva naagemt
microbiolégica. No grupo teste (F+L+) observamadugéio de 5 log na viabilidade

dos biofilmes d& mutans (Figura 10).

Contagem de S. mutans em biofilmes
submetidosa TDFA
b b b

1,00E+08
£
& 1,00E+06 .
3
2 1,00E+04
o
£ 1,00E+02 : :

1,00E+00 : . ,

F+ L+ F-L- F+L- F-L+
Tratamentos

Figura 10. Contagens d&reptococcus mutans no biofilme bacteriano. F-L- indica

ndo exposicdo ao corante e a luz LED, F-L+ indiggosicdo somente a luz LED,

F+L- indica somente exposicdo ao corante e F+Licénexposicdo ao corante e a luz
LED. Dados sdo médias de 3 repeticdes (n=l@gsvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas diferem entre si fgsie ANOVA (p<0,05).
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5.2 EXTRACAO DE RNA

O método de extracdo padronizado neste estudo d#monresultados

satisfatérios quanto a qualidade e a integridade BNAs totais extraidos. A
integridade das amostras de RNA foi monitorada éimde agarose (Figura 11).

F-L- F-L+ F+L- F+L+ F-L- F-L+ F+L- F+L+
F-L- F-L+ F+L- F+b+ F-L- F-L+ F+L- F+L+

T 1

Al b L-n.-dq

Figura 11. Imagem A apresenta RNA Bruto extraidodifesentes tratamentos realizados. Imagem B api@seRNA
purificado das mesmas amostras ap0s a coluna diegeio e utilizacdo das DNases.

5.3 GENE DE REFERENCIA

O gene de referéncE6SRNA, foi analisado em todos os ensaios. A figura 12
demonstra o valor de expressao desse gene emng&oe® independentes com a cepa
UA159. A expressao do gene de referéncia apresemtgacao nos trés experimentos

independentes, mas estas diferencas nao foranficagjmas (figura 13).
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Figura 13. Comparacado da expressao génica 8eds$trés placas.
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5.4 COMPARACAO DA EXPRESSAO DO GENEQgtfB

Ao analisar os dados da expressédo do ggBado houve diferenca estatistica
significativa quando comparamos o grupo F+L+ a@greontrole F-L-(figura 14A)Ja
comparando F+L+ com os grupos também controle FeL++L-, houve diferenca
estatistica p<0,05 e p< 0,01, respectivamente. éloegucao estatisticamente significativa
na expressdo do gemfB apds a terapia fotodindmica antimicrobiana comparaos
grupos F-L+ e F+L- (figuras 14B e14C).

a . Expressdodo gene gtfB
4 a
g a T
)
5 0 . | j
g 5 F-L- F+l+
g
wog
N Grupos
B Expressao do gene gtfB
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g > F-L+ FHl+
g 4
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¢ Expressdao do gene gtfB
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g 4
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@ 5 F+l- Fal+
-
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Figura 14. (A) Comparacdo da expressdo do qgfie
apos a terapia fotodindmica antimicrobiana em &elaap
grupo F-L-. (B) Comparacdo da expressdo do gise
apos a terapia fotodindmica antimicrobiana em &elaap
grupo F-L+. (C) Comparacédo da expressdo do gdBe
apos a terapia fotodinamica antimicrobiana em éelaap
grupo F+L-. Dados sdo médias de 3 repeticheesvio
padrdo da média. Médias seguidas de letras dstinta
diferem entre si pelo teste Tukey- Kramer (p<0,05).
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5.5 COMPARACAO DA EXPRESSAO DO GENEGgtfC

Os ensaios com a terapia fotodinamica para o ggf®@ demonstram
diminuicdo estatisticamente significativa da exgéiesdesse gene no grupo F+L+ em
relacdo a todos os grupos controles F-L- (p<O0®&)4 (p<0,01), F+L-(p<0,01). Como
ilustrado nas figuras 15.
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Figura 15. (A) Comparacdo da expressédo do ggf@® apos a
terapia fotodinAmica antimicrobiana em relacdo ap@ F-L-
(B) Comparacdo da expressdo do getc apos a terapia
fotodinAmica antimicrobiana em relagdo ao grupoL+F+C)
Comparagdo da expressdo do gegdC apls a terapia
fotodinAmica antimicrobiana em relagdo ao grupo -Fflados
sdo meédias de 3 repeticdesdesvio padrdo da média. Médias
seguidas de letras distintas diferem entre si petbe Tukey-
Kramer (p<0,05).
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5.6 COMPARACAO DA EXPRESSAO DO GENEgbpB

O padrdo de expressdo do gayippB ndo demonstrou diferenca estatistica
entre 0 grupo experimental e todos os grupos destr@stados. Embora, pequenas
variacbes nos valores de expressao tenham sidovallas nos diversos tratamentos
testados (Figura 16). Assim, a utilizacdo da terépiodinamica antimicrobiana parece
nao ter influenciado a expressado desse geneSpowutans inseridos em biofilmes

formadosin vitro.
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Figura 16. (A) Comparacgéo da expressdo do gbple apos a
terapia fotodinAmica antimicrobiana em relacéo rapg F-L.
(B) Comparagdo da expressédo do gghgb apos a tera pia
fotodin&mica antimicrobiana em relacdo ao grupo+F{C)
Comparagdo da expressao do geyipb apds a terapia
fotodindmica antimicrobiana em relacdo ao grupo -F+L
Dados séo médias de 3 repeticiadesvio padrdo da média.
Médias seguidas de letras distintas diferem emntpels teste
Tukey- Kramer (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo observamos o padrdo de expregs@ética de
Sreptococcus mutans em biofilmes orais produzidads vitro submetidos a terapia
fotodindmica utilizando um diodo emissor de luz Q)E associado a um
fotossenssibilizador azul de orto-toluidina (TB®ara tanto, biofilme d8&treptococcus
mutans UA159 formados in vitro foram crescidos em disdesidroxiapatita.

Atualmente, o tratamento proposto para evitar reata0es causadas por
estes micro-organismos, envolve a remocdo mecadaabiofiime e o uso de
antissépticos e antibioticos. No entanto, devidearascente aumento da resisténcia de
patdogenos bacterianos a terapéuticos antimicrobiat@mmuns, a necessidade de
alternativas eficientes e tratamentos acessivieifeecoes e doencgas causadas por estes
patdgenos vem despertando um interesse cada ver daacomunidade cientifica. A
natureza estrutural do biofilme e seus atributsmlfigicos como a dificuldade de
penetracdo do antimicrobiano através da matriz idfiirbe, dentre outros, conferem
uma inerente resisténcia a agentes antimicrobigdO&LAN E COSTERTON, 2002;
RICE et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2010). A terapia fotodinamica
antimicrobiana aparece nesse contexto, com redigg@mssibilidade de surgimento de
resisténcia microbiana, uma vez que o dano ou nimatteriana € obtido em curto
periodo de tempo (WAINWRIGHT, 1998) através da agéooxigénios moleculares
reativos gerados nas reacgfes fotoquimicas, os quaaism interagir com proteinas
mitocondriais da célula alvo alterando sua estauéuatividade, provocar desnaturacao
de proteinas e lipidios da membrana e modificarsautera do DNA celular
(CHABRIER-ROSELLOet al., 2005).

Muitos estudos avaliam o efeito antimicrobiano &Tenvolvendo o uso de
lasers convencionais em diferentes comprimentamda. A opg&o do uso do LED em
nosso trabalho foi devido principalmente a vantaggondémica desse tipo de luz
guando comparada com a irradiacdo com laser coivecAdicionalmente, a menor
colimacdo e coeréncia observada nas luzes do tfid tesultam na otimizacdo do
processo fotodinamico, uma vez que bandas de emmmsa#s largas podem interagir
com todo espectro de absorcdo dos fotossenssilmbiea utilizados (ZANINet al,
2006). Além disso, Zaniet al. (2005) demonstraram que o uso de laser HeNe ou de
luzes do tipo LED em associacao com TBO apresaentarmesmo efeito antibacteriano
na viabilidade de biofilme d& mutans.
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Um grande numero de estudos tem mostrado que iaactérais sdo
susceptiveis a acdo da terapia fotodinAmica antitriena quando estdo suspensas em
culturas planctonicas (WILSON, 1992; BURNSal., 1994; SOUKOS et al., 1998;
KOMERIK E WILSON, 2002; WILLIAMS et al., 2003; PAULINOet al., 2005), em
biofilmes orais (WOODet al., 1999; O’'NEILL et al., 2002; ZANIN et al., 2005;
WOOD et al.,, 2006;; METCALF et al., 2006) e também em dentina cariada
(WILLIAMS €t al., 2004; GIUSTIet al., 2008; LIMA et al., 2009). Embora, estudos
avaliando o uso da TFDA em lesGes tumorais dememsfue a utilizacdo dessa terapia
pode alterar significantemente a expressao génisa aglulas apdés o tratamento
(BHUVANESWARI et al, 2008; MATOSet al, 2010) até este momento ndo existe
trabalhos que avaliem o efeito da TFDA sobre aesgiio dos principais genes de
viruléncia deStreptococcus mutans .

A aplicacao da TFDA mostrou alteracdes na expressa@dguns dos principais
genes de viruléncia dg&reptococcus mutans. A capacidade deste patégeno em iniciar
uma cérie depende da associacéo de varios fatenasuEncia, incluindo a capacidade
de sintetizar polissacarideos extracelulares ine@l A sintese extracelular de
glucanos, durante o crescimentoQienutans no biofilme dentério, ocorre pela acdo de
enzimas glucosiltransferases (Gtfs), as quaiszatili a sacarose como seu Unico
substrato (GOODMAN; GAO, 2000). A matriz polissdadaa do biofilme dental,
formada inicialmente pela acdo dessas glucanosjoiuam ainda como uma forma de
protecdo parafrente a bruscas variacbes de pH do meio, atueodm uma barreira
protetora (HOJCt al., 1976), e reserva de nutriente para suprir o@es em que a
disponibilidade de substratos é insuficiente (GIBE)L968).

O gene de referéncia utilizado na nossa pesqui§&RNAr teve a expressao
constante nas condicOesstudadas. O gen#6S é essencial para a sobrevivéncia
bacteriana, pois faz partl® complexo ribossémico que iré realizar a tradyg@téica.
Em célulasprocaribticas, a concentracdo de RNAs ribossomécdator limitante na
sinteseribossomal. A concentracdo de ribossomos é propmatia sintese total de
proteinas e entdo ao metabolismo total celular (OND; TRAVERS, 1985). E de se
esperar, portanto, que o gel&SRNA seja constitutivamente expresso enquanto houver
metabolismo celular. Estudos de expressdo ja ez emS mutans (YOSHIDA;
MERRITT; KURAMITSU, 2002) e em outras espécies g@aositivas
(VANDECASTEELE et al., 2001) também utilizaram este gene como referéacia

andlises de expressdo génica, embora em condigdesneentais distintas.
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Os fatores que regulam a expresséo dos ggfsesm S mutans ainda n&o séo
bem compreendidos. Nos tratamentos experimentars aderapia fotodinamica, os
resultados referentes a expressdo de gtfB demoastrando haver diferencas
estatisticamente significativas do tratamento TD#A relacdo ao controle ndo tratado
embora reducgdes significativas na expressao géeiGamutans tenha sido observado
comparando a TFDA com os controles somente tratadas o fotossensibilizador
(F+L-) e somente irradiados com a luz LED (F-L+3. @sultados relativos a expressao
dos genes dgtfC apresentaram reducdes significativas na expragsdca no grupos
submetido a TFDA comparada a todos os controlasades. Essa divergéncia no
padrdo de expressdo génica pode ser um indicadivqud os genegtfB e gtfC séo
transcritos de forma independente, como relatadoaptores(GOODMAN; GAO,
2000; BISWAS; BISWAS, 2006) o que contraria estudas sugerem que ambos os
genes sao transcritos a partir do promotor locdtizamontante deytfB (WEXLER et
al., 1993; YOSHIDA; KURAMITSU, 2002).

No entanto alguns trabalhos mostram que como n@amfodetectados
polimorfismos nas regides promotorasgi® e gtfC que justificassem as diferencas de
transcricdo, foi sugerido que outros fatores puelassstar envolvidos na regulagcéo
global de diversos genes de viruléncia, incluindms genegtf (YAMASHITA et al.,
1996). Algumas divergéncias vistas neste trabatimo padrdes de expressaogti e
gtfC ndo apenas indicam que estes genes apresentamt@resnimdependentes, mas
sugerem também que estes genes sofrem influénaesstedenas regulatorios distintos.
Por outro lado, é possivel que os gegdB e gtfC possam apresentar expressao
coordenada a partir de um Unico promotor ou a rpeeipromotores independentes
regulados pelos mesmos sistemas regulatérios (SZ0RB).

Segundo Biswas e Biswas (2006) a expressagtf@eé cerca de 3 a 4 vezes
inferior & degtfB. No entanto, neste estudo, ndo foi detectada dikkasgéncias com o0s
genesgtfB e gtfC relacionados com a terapia fotodindmica, ja quéasntiveram
expressao diminuida em relagdo aos controle , cmecéo somente de F-L- pagtB.
Estes estudos podem fornecer dados importantesopamgendimento dos mecanismos
gue regulam o processo de acumul&@deutans no biofilme dentério.

As proteinas ligantes de glucano (Gbps de Glucaditfg proteins) compdem
um grupo heterogéneo de proteinas extracelularegleowsuperficie, que exibem
afinidade a glucanos insolUveis em agua em ensaiagro. Até o momento, quatro
Gbps distintas foram identificadas &mutans, GbpA, GbpB, GbpC e GbpD (BANAS
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e VICKERMAN, 2003). Dentre estas proteinas, GbpBmdnstrou ser produzida por
todas as cepas & mutans testadas e por isso essa foi a GbpB escolhid esssdo,
embora as quantidades produzidas dessa protein@gua docalizacdo parecam ser
dependentes daackground genético da cepa (MATTOS-GRANERal., 2001).

Experimentos em modelos animais demonstram a idgpod da GbpB na
patogénese da cérie, uma vez que a imunizacamgat®u de mucosas contra GbpB
inibe, em média, em 50% o desenvolvimento da c&rieanimais infectados cof
mutans (cepa SJ32) e submetidos a uma dieta com 56% ckrose (SMITH;
TAUBMAN, 1996; SMITH et al., 2003). Entretanto, mause sabe sobre a funcao
biolégica da proteina GbpB no acumulo dependentadarose em biofilmes e sobre os
fatores que regulam a expresséo do gene gbpB.

Neste trabalho a expresséao do gegineB foi reduzida quando comparada com
os controles, mas ndo houve uma diferenca estatisignificativa para esta reducéo
(p=0,05), sugerindo que a expressao desse generseva relativamente constante
durante todos os tratamentos experimentais testadpartir da hipétese de qubpB
participa do processo de divisdo celular, espesavabservar uma reducao significativa
na sua expressdrante a aplicacdo da terapia fotodinamica, jaegtee pode alterar as
atividades metabdlicas de maneira irreversivelltastdo na morte bacteriana (MALIK
et al., 1990). Por outro lado, alguns estudos indicam gu8bpB € uma proteina
induzida por estresse osmotico e acido, aumentandoexpressdo ao final da fase
estacionaria (CHIAet al., 2001). Segundo Stipp (2006) a expressaqigd em
relacdo a curva de crescimento se manteve cons&antgrande parte das cepas
testadas. A sua fungéo biologica ainda ndo é benpendida (MATTOS-GRANER
et al., 2001) embora pareca ser uma proteina eakentS. mutans.

N&o ha dados experimentais disponiveis na litexatoostrando o efeito da
terapia fotodindmica antimicrobiana sobre a ex@@sdas glucosiltransferases e
proteinas ligadoras de glucanos que estdo relatasneom a viruléncia d& mutans.

Os resultados deste estudo demostram que a tei@pidinamica antimicrobiana
diminuiu de forma, significativa, a expressdao d#B, comparando a terapia
fotodindmica com todos o0s grupos que receberam rdgem& luz ou somente o
fotossensibilizador. Isto é relevante, pois esteegesta relacionado a producdo de
polimeros insolaveis, que facilita mais intensivateeo acumulo des. mutans na
superficie dentaria e a sua agregacao interceludareceptores da superfie celular
(WOOD e BOWEN, 2000).
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Resultados semelhantes foram observados na exprdegfifC, que produz
tanto polimeros sollveis quanto insollveis. Emboes condicbes experimentais
testadas a TFDA néo tenha sido capaz de altergprasséo dgbpB, a combinacdo dos
resultados encontrados tem importancia signifieatjuando entendemos se tratar de
uma terapia antimicrobiana altamente efetiva (coeducbes nas populacdes
microbianas de até 5 logs em biofilmes organizados) adicionalmente, é capaz de
inibir a expressao de importantes fatores de g€ deS. mutans nas populacdes
microbianas sobreviventes a terapia. Assim, ouesimidosin situ e in vivo séo
necessarios para avaliar a acdo da terapia fotodindantimicrobiana em condicfes
mais semelhantes daquelas encontradas no ambiiemte,dem como para favorecer o
entendimento de seus efeitos na expressdo de snpestgenes de viruléncia &e
mutans.
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7 CONCLUSOES

Baseado nas condi¢cOes experimentais empregadassenfe estudo podemos
concluir que:

v' A associacdo de TBO (100ug/ml) e LED (densidadengegia de 55 J/cA), foi
efetiva na reducdo da contagem microbiolégicaSdenutans crescido em
biofilmes organizados, podendo ser uma ferrameiéednologica atil no
controle da carie dentéria.

v' A expressao génica dgtfC em biofilme deS. mutans formadoin vitro foi
significantemente reduzida apO0s a realizacdo dapiter fotodinamica
antimicrobiana enquanto a expressagtfi® parece ter sido menos influenciada
pela terapia.

v" Nao houve alteracbes na expressaghp em funcdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana.
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