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RESUMO

Considerando que a carie dentaria ¢ uma doenga biofilme-agucar-dependente e que S. mutans é
considerado 0 micro-organismo mais cariogénico presente no biofilme oral, a terapia
fotodinamica (TFD) tem sido proposta para suprimir tal espécie cariogénica. O objetivo deste
trabalho foi verificar a eficacia da TFD, utilizando luz azul (LA) e o fotossenssilizador (FS)
rosa bengala (RB) ou RB nanoparticulado com a-ciclodextrina (RBNP) contra suspensdes de
S. mutans, em dois diferentes modelos de suspensdo planctonica. Suspensdes de S. mutans
foram divididas em grupos, como se segue: inexisténcia de FS e LA, com FS e sem LA,
auséncia de FS com LA e presenca de FS e LA. Quatro concentracdes diferentes de RB e RBNP
(0,031; 0,062; 1 e 2 uM) e trés densidades de energia da fonte de luz estudada (3,35; 6,70 e
10,05 J.cm) foram testadas. Os tratamentos foram aplicados com as bactérias suspensas em
caldo triptona de soja (TSB) ou NaCl a 0,89% (Salina). Aliquotas de cada grupo estudado foram
plaqueadas em agar BHI e submetidas a contagem de unidades formadoras de coldnias
(CFU/mL) e os dados transformados em escala logaritmica. A LA ndo causou morte celular na
auséncia do RB ou RBNP, independente do modelo de suspenséo testado. Para o RB, citoxidade
no escuro ndo foi observada no modelo com TSB, enquanto que no modelo com salina, esta
ocorreu na concentracdo de 2 pM. Para o RBNP, houve morte celular na auséncia da luz na
concentragéo de 2 uM no modelo com TSB, bem como com 1 e 2 uM no modelo com salina.
Nos grupos onde TFD foi utilizada, no modelo com RB e TSB, houve reducdo microbiana a
partir da concentragdo 1 uM e 3,35 J.cm?. Nas concentracdes e densidades de energia
superiores ndo foi observado crescimento bacteriano ap6s os tratamentos. Para 0 modelo com
salina, houve reducio microbiana a partir da concentragio 0,031 uM e 10,05 J.cm™. N&o foi
observado crescimento bacteriano nas concentracdes e densidades de energia superiores a 0,062
uM com 10,05 J.cm? No modelo com RBNP e TSB, houve reducdo microbiana nas
concentragdes 0,031 e 0,062 uM em todas as densidades de energia testadas. Para 0 modelo
com salina, ndo foi observado crescimento bacteriano para todos os grupos onde a TFD foi
realizada. O modelo de células planctdnicas com salina parece apresentar menores contagens
microbianas quando comparado ao modelo com TSB de modo geral. A terapia fotodinamica
realizada com RB ou RBNP foi efetiva da reducdo de carga microbiana em suspensdes de S.
mutans. A adi¢do da nanoparticula favoreceu o efeito antimicrobiano do RB, contudo, mais
estudos sdo necessarios a fim de investigar os efeitos da terapia em biofilmes cariogénicos

formados in vitro e in situ.



Palavras-chave: Fotoquimioterapia, Carie Dentaria, Nanotecnologia.
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ABSTRACT

Considering that dental caries is a biofilm-sugar-dependent disease and that S. mutans is
considered the most cariogenic microorganism present in the oral biofilm, photodynamic
therapy (PDT) has been proposed to supress cariogenic specie. The aim of this study was to
assess the efficacy of PDT using blue light (BL) and the photosensitizer (PS) rose bengal (RB)
or RB containing nanoparticulated-a-cyclodextrin (RBNP) against suspensions of S. mutans in
two different planktonic suspension models. S. mutans suspensions were divided into groups,
as follows: absence of PS and BL, with BL and without PS, absence of PS and presence of BL
and presence of BL and PS. Four different concentrations of RB and RBNP (0.031, 0.062, 1
and 2 pM) and three energy densities of studied light source (3.35; 6.70 and 10.05 J.cm) were
tested. Treatments were applied after bacteria being suspended in tryptone soy broth (TSB) or
0.89% NacCl (saline). Aliquots of each studied group was plated in BHI agar and submitted to
colony forming units counting (CFU/mL) and the data transformed into logarithmical scale. BL
did not cause cell death in the absence of RB or RBNP, regardless of planktonic suspension
model tested. For RB, dark cytotoxicity was not observed in TSB model, while in saline model,
this cytotoxicity occurred at a 2 uM concentration. For RBNP and TSB model, cell death
occurred in the absence of light with 2 uM concentration, as well as it occurred for 1 and 2 uM
concentrations in saline model. In groups where PDT was applied, for both RB and TSB
models, microbial reduction was found from the concentration 1 uM and 3.35 J.cm™. For higher
both PS concentrations and energy densities, bacterial growth was not observed after
treatments. For saline model, microbial reduction occurred from 0.031 uM concentration and
10.05 J.cm. No bacterial growth was observed in energy densities and concentrations greater
than 0.062 uM at 10.05 J.cm™. In TSB model and RBNP, microbial reduction was detected for
both 0.031 uM and 0.062 uM concentrations in all tested energy densities.. For saline model,
bacterial growth was not observed for all groups where PDT was performed. The model of
planktonic cells with saline seems to present lower microbial counts compared to the TSB
model. Photodynamic therapy performed with RB or RBNP was effective in reducting
microbial load in S. mutans suspensions. The addition of nanoparticles favored the RB
antimicrobial effect, however, further studies are needed to investigate the effects of therapy in
cariogenic biofilms formed in vitro and in situ.

Keywords: Photochemotherapy, Dental Caries, Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre 0s micro-organismos e a carie dentaria é observada desde os primordios
do estudo da Microbiologia, quando em 1683, Antonie Van Leeuwenhoek descreveu, através
do uso de uma lente de aumento, a presenca de “animaculos” em um material esbranquigado,
com consisténcia de manteiga, encontrado sobre os seus dentes quando estes ndo eram limpos
(LINDHE, 1992).

A cérie dentaria € uma doenca biofilme-aclcar-dependente, na qual os carboidratos
fermentaveis desempenham um papel fundamental na iniciagcdo e no desenvolvimento desse
processo, atraves do desequilibrio entre a desmineralizacdo e a remineralizacdo da superficie
dental (CURY; TENUTA, 2009; FEJERSKOV; KIDD, 2011; MARSH; HEAD; DEVINE,
2015). Nesse contexto, S. mutans é considerado 0 micro-organismo mais cariogénico presente
no biofilme dentério devido a sua capacidade de utilizar carboidratos provenientes da dieta,
como a sacarose, e por suas propriedades acidogénicas e aciduricas (LOESCHE, 1986), bem
como pela sua capacidade de producdo de polissacarideos extra e intracelulares a partir da
sacarose (BOWEN, 2002).

O controle da doenca é baseado na abstencdo de aglUcar e em uma boa higiene oral,
conseguida por meio da remoc¢do mecanica do biofilme e da utilizacdo de substancias quimicas
(COSTA et al., 2010). No entanto, o0 uso generalizado de agentes quimicos antimicrobianos
pode resultar no desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Consequentemente, a descoberta
de terapias com menores chances de causar este problema emergente, € valiosa (BORGES et
al., 2010). Neste contexto, surgiu a Terapia Fotodindmica, (TFD), inicialmente proposta para
tratamento de neoplasias, embora tenha sido descoberta por sua agdo antimicrobiana. Em
Odontologia, a TFD tem sido proposta para o tratamento de doencgas orais com componentes
microbianos, como lesdes de carie, pulpites, doenca periodontal bem como infec¢bes da mucosa
e endodonticas (ZANIN et al., 2006; KOMERIK; MACROBERT, 2006; ROLIM et al., 2012;
OLIVEIRA; AGUIAR; CAMARA, 2014).

A TFD envolve a combinacdo de uma luz visivel, usualmente Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation (LASER) ou Light Emitting Diodes (LEDs) e corantes
fotossensiveis ndo-toxicos (fotossensibilizadores) (ROLIM et al. , 2012; PASCHOAL et al.,
2014). O fotossensibilizador (FS) ativa 0 oxigénio molecular através da absor¢édo da luz visivel
em um determinado comprimento onda, produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs)
(ROLIM et al., 2012; GARCEZ et al., 2013). Existem duas classes de espécies reativas de
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oxigénio (EROs), uma produzida pela transferéncia de elétrons (reagdo tipo I) e outra, pela
transferéncia de energia (reacao tipo Il). A transferéncia do elétron para o oxigénio molecular
(O2) produz superdxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila. A reagdo tipo I,
transferéncia de energia para o oxigénio molecular, resulta na formagdo do oxigénio singleto
(*0,) (KUBLER, 2005; WILSON; PATTERSON, 2008). Uma vez que a reatividade das EROs
com moléculas organicas nao € especifica, qualquer macromolécula dentro da célula pode ser
um alvo em potencial paraa TFD. Assim, a multiplicidade de alvos dificulta o desenvolvimento
de mecanismos de resisténcia por parte das células microbianas (PERUSSI, 2007).
Adicionalmente, esses produtos gerados na TFD séo capazes de causar danos aos componentes
celulares ou modificar atividades metabolicas de modo irreversivel, resultando em deterioracédo
celular (PLAETZER et al., 2008). A TFD, além da morte celular, resulta em auséncia de efeitos
toxicos cumulativos e ndo € invasiva (PERUSSI, 2007).

Os fotossensibilizadores do grupo xanteno, como rosa bengala (RB) derivado da
fluoresceina, sdo compostos organicos, ciclicos que contém trés anéis aromaticos em um arranjo
linear e um atomo de oxigénio no centro do anel, capaz de absorver a luz na regido visivel do
espectro de luz. Uma caracteristica importante desse grupo é que, apés sua absor¢do, o FS néo
se liga a membrana celular, podendo ser encontrado no citoplasma da célula (PERUSSI, 2007).
O RB é hidrofilico e seu mecanismo fotodindmico consiste na formacdo de 80% de oxigénio
singleto e 20% de anion superdxido, através da absorc¢do da luz numa faixa compreendida entre
450-600 nm de extensdo (PAULINO et al., 2005; PERUSSI, 2007; ZHAO et al., 2012). No
entanto, devido a sua naturza hidrofilica, o0 RB possui fraca capacidade de penetracdo
intracelular. Dessa forma, o uso de nanoparticulas como veiculo de conjugagdo com RB, tem
demonstrado ser uma rota alternativa para melhorar a absor¢do do corante por células
cancerosas (WANG et al., 2014).

As ciclodextrinas (CDs) sao moléculas ciclicas que consistem em varias unidades de o-
D-glicopiranose, sendo usualmente classificadas de acordo com o numero de unidades de
glicose presentes no anel; as CDs mais comuns possuem seis, sete e oito unidades, sendo
denominadas a-, - e y- ciclodextrina respectivamente. Essas moléculas possuem a habilidade
de formar compostos de inclusdo com outras moléculas pequenas o suficiente para
permanecerem contidas dentro da sua cavidade (GARCIA et al., 2012). Desse modo,
propriedades como tamanho pequeno, aumento da proporcao area de superfice/massa e a adi¢éo
de reatividade quimica oferecem aos sistemas nanoparticulados caracteristicas unicas,

imobilizando os FS dentro de um arcabouco polimérico, evitando efeitos residuais toxicos, ao
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mesmo tempo em que permite uma estabilidade fisiolégica (SHRESTHA; HAMBLIN;
KISHEN, 2014).

A investigacdo da atividade antimicrobiana da TFD contra micro-organismos
relacionados ao biofilme dental utilizando corantes fenotiazinicos, como azul de metileno e azul
de orto-toluidina, foi alvo de diversos estudos anteriores (ZANIN et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2010; MELO et al., 2013). A escolha do Rosa Bengala para este trabalho foi devido a sua
capacidade de absorver comprimentos de onda em uma faixa correspondente a0 comprimento
de onda emitido por uma luz azul, que esta presente no cotidiano da clinica odontoldgica.
Complementarmente, o0 modelo de suspensdo foi o eleito por se tratar do uso de um
fotossensibilizador, no caso Rosa Bengala nanoparticulado com alfa-ciclodextrina, inédito em

pesquisas da area.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbioma bucal

O termo microbioma foi descrito inicialmente como uma comunidade ecologica de
microrganismos comensal, simbiotica e patogénica que partilha o corpo e funciona como um
determinante da saude e da doenca (LEDERBERG; MCCRAY, 2001). No sentido amplo desta
definicdo, tem-se que o microbioma humano refere-se a uma enorme comunidade de
microrganismos que ocupam os diversos habitats do corpo, sem o qual a compreensdo da satde

e da doenga humana se torna impossivel (DEWHIRST et al., 2010).

Dentre os sitios do corpo humano, a cavidade bucal é aquela que apresenta um dos
maiores indices de diversidade microbiologica, seguida pelo intestino e pela pele (COSTELLO
et al., 2009; LI et al., 2013). Bactérias, Archaea, fungos, virus e protozoarios fazem parte do
microbioma oral, composto por mais de 700 espécies microbianas (AAS et al., 2005). A
variabilidade dos micro-organismos encontrados nesse sitio esta diretamente relacionada com
os diferentes habitats que compoem a cavidade oral, dentre eles, dentes, sulco gengival, lingua,
bochecha, labio, palato duro e palato mole (DEWHIRST et al., 2010).

O microbioma bucal é estavel e convive em harmonia com o hospedeiro, a menos que
seja perturbado por medicacdo, doenca, como as que causam modificacdo no fluxo salivar,
flutuacGes de pH (MARSH, 2003) e mudancas significativas na dieta (DAVID et al. 2014). A
carie dentaria, uma das doengas mais prevalentes em todo 0 mundo (PETERSEN et al., 2005),
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esta associada a disbiose da microbiota-colonizadora e o dente, caracterizada pelo acimulo de
bactérias aciddricas e aciddfilas, como Streptococcus mutans (TAKAHASHI; NYVAD, 2011).

2.2 Cérie dentéria

Segundo a OMS, a cérie dentéria é a doenga bucal mais prevalente no mundo, sendo
considerada um problema de saude publica em muitos paises, afetando 60-90% das criangas
em idade escolar (OMS, 2014). No Brasil, segundo o ultimo levantamento nacional realizado
no ano 2010, em 177 cidades distribuidas nas cinco regiGes do pais, observou-se que a carie
dentaria, apesar de ainda ser o principal problema de satde bucal dos brasileiros, teve declinio

em seus indices ao longo dos ultimos anos (BRASIL, 2011).

Historicamente, as lesoes de carie permaneceram com uma baixa incidéncia até o século
XIX, contudo devido a revolugao industrial, desenvolveram-se produtos utilizando agucar
refinado, 0 que gerou um aumento na prevaléncia dessas lesoes, tornando-se em meados do
seculo XX, na Europa, a situagao mais severa ja observada da doenga em populagoes humanas
(PORTO et al., 2008). A partir de entdo, iniciaram-se 0s estudos sobre a etiologia da perda
dentaria, e tratamentos que prolongassem a permanéncia dos dentes na cavidade bucal
comecaram a ser investigados. Assim, em 1914, Black definiu a céarie dentaria da seguinte
maneira:
“A carie dentdria, na sua mais simples expressao, consiste na dissolu¢do quimica dos sais de
calcio do dente pelo &cido latico, acompanhada pela decomposi¢do da matriz organica, ou corpo
gelatinoso, que na dentina, ocorre apds a dissolugdo dos sais de célcio. Na cérie de esmalte,
toda a substancia tecidual é removida pela dissolucdo de sais de célcio, havendo tdo pouca
matriz organica no esmalte que ele ndo ird se manter integro e, consequentemente, uma
cavidade e formada pela simples dissolucdo dos sais de célcio dos quais 0 esmalte é composto.
Esta dissolugdo sempre se inicia na superficie, nunca no interior. A destruicdo do dente é,
portanto, causada por um agente atuando fora do dente, nunca dentro dele. E algo estranho ao
dente, atuando na superficie no inicio e penetrando pouco a pouco na sua superficie.” Esta
declaracdo enfatizou que o processo que dissolve os tecidos duros dentarios ocorre como 0
resultado da adesdo bacteriana as superficies dentérias, particularmente nos locais de
estagnacdo, em toda a denticdo (FEJERSKOV; KIDD, 2011).

Stephan, em 1944, registrou graficamente mudancas de pH na placa, apos bochechos

com solugao de sacarose. Posteriormente, Gustafsson et al., em 1954, conduziram um estudo
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em Vipeholm, na Suécia, entre 1946 e 1951, estabelecendo que quanto maior a frequéncia do
consumo de carboidratos fermentaveis, maior a incidencia de lesoes de carie. Desse modo,
relacionou-se o desenvolvimento das lesoes cariosas ao consumo de uma dieta rica em
carboidratos.

Orland, em 1954, submeteu roedores germ-free (livre de micro-organismos desde o seu
nascimento) a uma dieta cariogénica por 90 dias, ndo sendo observado nenhuma lesao de carie.
Em contrapartida, animais que recebiam a mesma dieta, mas estavam contaminados,
desenvolveram carie. A partir de entdo, em meados dos anos 60, apds diversos estudos em
animais, 0s estreptococos receberam mais atencdo, tendo, a carie dentéaria a designacdo de
doenca infecto-contagiosa (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Embora os termos doenca e infec¢do sejam eventualmente usados como sindnimos, eles
apresentam diferencas em seus significados. Infeccdo é a invasao ou colonizagdo do corpo por
micro-organismos patogénicos; a doenca ocorre quando uma infec¢do resulta em qualquer
mudanca no estado de salde do hospedeiro. A presenca de um tipo particular de micro-
organismo em uma parte do corpo onde ele normalmente néo é encontrado também é chamada
de infeccédo, podendo acarretar no surgimento de doenca (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
Historicamente, a primeira tentativa formal para identificacao das causas de uma doenga se deu
com a formulagao, em 1882, dos Postulados de Henle-Koch. Tais postulados satisfaziam a
necessidade de se estabelecer regras que guiassem a investigagao de bactérias como possiveis
agentes causais. Para ser considerado como Unico agente causal da doenca, S. mutans deveria

obedecer a esses postulados, que podem ser resumidos da seguinte forma:

e O mesmo patogeno deve estar presente em todos 0s casos da doenca;

e O patogeno deve ser isolado do hospedeiro doente e cultivado em cultura pura;

e O patdgeno obtido da cultura pura deve causar a doenca quando inoculado em um
animal de laboratorio suscetivel e saudavel;

e O patdgeno deve ser isolado do animal inoculado, e deve ser necessariamente 0

organismo original.

Entretanto, sabe-se que os principais representantes da microbiota normal da boca séo
0S micro-organismos dos géneros: Streptococcus, Lactobacillus, Actinomyces, Bacteroides,
Veillonella, Neisseria, Haemophilus, Fusobacterium, Treponema, Staphylococcus,
Corynebacterium e Candida (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Logo, observa-se que S.



23

mutans estd presente na cavidade bucal como parte da microbiota residente, ndo sendo
encontrado somente nos casos da doenca. Além disso, por ser a carie dentaria uma condicao
multifatorial, decorrente do acumulo de bactérias nas superficies dentais (biofilme) e exposicao
frequente a agucares da dieta, 0 micro-organismo, quando inoculado sozinho em um animal,
por exemplo, ndo serd capaz de desenvolver esta condi¢do. Portanto frente a esses fatores,
lesoes de carie serao encontradas na face dental de qualquer individuo, desde que haja consumo
frequente de carboidratos fermentaveis. A velocidade com que estas lesoes se tornam visiveis
clinicamente, bem como sua progressdo, pode variar de individuo para individuo e de substrato
dental (TENUTA; CHEDID; CURY, 2011). A etiologia microbiana da doenca carie ndo é o
diagnostico da enfermidade, ndo tendo relacdo de causa e efeito, portanto ndo obedece aos
postulados de Henle-Koch (MARSH; HEAD; DEVINE, 2015).

Adicionalmente a essas observages, 0 carater contagioso (transmissivel) ndo pode ser
considerado, pois se assim fosse, ndo teria sido possivel observar o declinio de carie constatado
nas ultimas décadas (BRASIL, 2011), o qual ndo é devido a nenhuma vacina anticarie ou agente
antibacteriano utilizado. Ndo ha transmissdo pessoa-a-pessoa (MARSH; HEAD; DEVINE,
2015). Trata-se de uma condicdo que nao ¢ provocada por bactérias estranhas a microbiota
bucal, sendo microbiologicamente ndo erradicavel, porém controlavel (TENUTA; CHEDID;
CURY, 2011).

2.2.1 Streptococcus mutans

Os estreptococos podem ser classificados em B-hemoliticos e ndo B-hemoliticos. Os -
hemoliticos estdo organizados em grupos de A a U (conhecidos como grupos de Lancefield),
com base nas diferencas antigénicas do carboidrato C. Os ndo -hemoliticos se caracterizam
por ndo produzirem hemdalise ou por promoverem a-hemdalise. Os principais micro-organismos
a-hemoliticos sdo S. pneumoniae e estreptococos do grupo viridans (p. ex., S. mutans, S. sanguis
e S. mitis). Estreptococos do grupo viridans sdao exemplos da microbiota normal da boca e da
faringe humana (LEWINSON, 2014).

Clarke, em 1924, determinou o tipo de estreptococos mais comum presente nas lesées
de carie. Percebendo que os espécimes isolados se diferenciavam das demais espécies de
estreptococos até entdo conhecidas quanto a morfologia celular e da coldnia, Clarke os
denominou de S. mutans (LEITES; PINTO; SOUSA, 2006). Sdo cocos Gram-positivos,

anaerdbios facultativos, microaerdfilos, acidogénicos e aciddricos. A fermentacdo de
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carboidratos no metabolismo anaerdbio resulta na producgdo de &cidos, principalmente o acido
latico, caracteristica que € pré-requisito para ser considerado cariogénico, pois esta relacionada
com a desmineralizacdo do esmalte dental na etapa inicial da formacdo da lesdo de cérie
(LEITES; PINTO; SOUSA, 2006).

Adicionalmente, algumas caracteristicas peculiares desse micro-organismo colaboram
para sua patogenicidade (FEJERSKOV; KIDD, 2005; BANAS, 2004), tais como:

e Possuem muitos sistemas de transporte de acucar, incluindo alta afinidade pelos
sistemas fosfoenolpiruvato e fosfotransferase (FEP-FTS), que sdo capazes de rastrear
acucares, mesmo quando estes estdo em baixas concentragoes.

e Produzem polissacarideos extracelulares (PEC) e intracelulares (PIC). Os PECs incluem
os glucanos e frutanos, que contribuem para a formacdo da matriz do biofilme oral
conhecido como placa dentaria. Além disso, os frutanos, e um menor grau de glucanos,
sdo instaveis e podem ser metabolizados em condi¢Bes onde existam restrices na oferta
de carboidratos. Os PICs sdo formados a partir de qualquer tipo de aclcar que possa ser
convertido em glicose (incluindo lactose, maltose e sacarose) e sdao metabolizados
quando outras fontes de carboidratos estdo ausentes, como no periodo entre as refeigdes.
A adesdo de S. mutans as superficies dos dentes pode ocorrer tanto na presenca quanto
na auséncia de carboidratos fermentaveis. O mecanismo de aderéncia sacarose-
dependente é mediado pela atividade enzimatica das glicosiltranferases (GTFs),
produtos dos genes gtfB, gtfC e gtfD, as quais participam da sintese de polissacarideos
extracelulares, os glucanos, a partir de moléculas de sacarose (DUARTE et al., 2008;
KLEIN et al., 2009).

e S&0 capazes de manter o metabolismo do agucar sob condi¢cGes ambientais extremas,
tais como em pH baixo. Esta habilidade depende da manutencdo de um ambiente
intracelular favoravel, bombeando protons mesmo sob tais condicdes; presenca de
enzimas com pH acido 6timo, e producéo de proteinas especificas de resposta a estresse

acido.
2.2.2 A ingestao da sacarose e suas implicacgoes

Na cavidade bucal, hd um volume residual de saliva apds a degluticdo que fica espalhado
em uma fina pelicula com cerca de 0,1 mm de espessura. Uma pequena quantidade de sacarose

dissolvida nesse pequeno volume de saliva proporcionara alta concentracdo de sacarose,
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podendo exceder o nivel de saturagdo para o acucar, sendo a sacarose da pelicula salivar
facilmente difundida para pelicula da placa (FEJERSKOV; KIDD, 2005). A sacarose €
considerada o carboidrato mais cariogénico, pois é fermentavel e serve como substrato para
sintese de polissacarideos extracelulares na placa dental (BOWEN; KOO, 2011). A queda de
pH induzida pela fermentacdo da sacarose pelas bactérias do biofilme oral proporciona uma
mudanca no equilibrio da microflora da placa residente tornando-a mais cariogénica ( PAES
LEME et al., 2006).

2.3 Terapia Fotodinamica

A utilizacdo da luz como uma terapia em Medicina é registrada desde a antiguidade nas
civilizagbes da Grécia, Egito e india. No entanto, a fototerapia desapareceu por um longo
tempo, sendo redescoberta pela civilizagdo ocidental no inicio do século XX (DENIELL; HILL,
1991). A primeira demonstracao de fotossensibilizagao letal de células data de 1900, quando
Raab verificou que baixas concentragoes de acridina, no escuro, nao possuiam efeito sobre o
Paramecium, porém podiam, sob exposicao a luz normal do dia, determinar a inativagao do
micro-organismo (KESSEL, 2004). O uso da terapia fotodindmica contemporanea foi relatada
primeiramente pelo médico dinamarqués Niels Finsen no tratamento de uma condicéo da pele
tuberculosa conhecido como o lupus vulgar (DENIELL; HILL, 1991). Em Odontologia, a
aplicabilidade da TFD se expandiu rapidamente, representando uma alternativa ao tratamento
do céncer de boca, das infecgdes bacterianas, flngicas e virais, além de auxiliar no diagndéstico
de transformagdes malignas da cavidade oral (RAJESH et al., 2011).

A terapia fotodinamica consiste de uma modalidade de tratamento ndo-invasiva, que
emergiu como alternativa ao tratamento das infec¢bes microbianas com antibidticos, sendo
caracterizada por um conjunto de processos fisicos, quimicos e biolégicos que ocorrem apos
ativacdo de um fotossensibilizador por uma fonte de luz em um comprimento de onda
complementar na presenca de oxigénio molecular, gerando espécies reativas citotoxicas de
oxigénio que podem causar danos nas células alvo (WILSON; PATTERSON, 2008;
TAVARES; CARVALHO; FAUSTINO, 2010; RAJESH et al., 2011). Ocorre que durante a
irradiacdo, o fotossensibilizador sofre uma transicdo de um estado de baixa energia para um
estado de alta energia, produzindo essas espécies citotdxicas, proporcionando uma rapida e
seletiva destruicdo no tecido-alvo (KONOPKA; GOSLINSKI, 2007).

A absorcdo seletiva dos fotossensibilizadores em camadas especificas de tecidos; a
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diregdo precisa da luz, com o uso de laser e fibra 6tica; a menor possibilidade de formag&o de
cicatrizes pela localizacdo da droga e luz nas células em proliferacédo; sua realizacdo em doses
repetidas, sem a necessidade de limitacdo de doses totais e a inexisténcia de relatos do
surgimento de resisténcia a tratamentos realizados repetidamente, sdo vantagens citadas para a
TFD. (KONOPKA; GOSLINSKI, 2007). Contudo, a TFD requer o direcionamento da luz para
o local adequado, muitas vezes, necessitando da colaboracédo e coordenacdo entre os envolvidos
no tratamento. Além disso, o tempo de duracdo da sessdo clinica pode se tornar bastante

prolongado devido aos passos inerentes a realizacdo da terapia (GURSQY et al., 2013).

2.3.1 Mecanismo de acao

Durante a irradiagéo, o fotossensibilizador sofre transicdo de um estado de baixa energia
ou estado fundamental para um estado de alta energia ou estado tripleto, produzindo
espécies reativas de oxigénio, proporcionando uma rapida e seletiva destruicdo do tecido-alvo
(Fig. 1). Existem dois mecanismos pelos quais os estados tripletos dos fotossensibilizadores
podem reagir com as biomoléculas. O mecanismo tipo | envolve a transferéncia de
elétrons/hidrogénio diretamente a partir do fotossensibilizador, produzindo ions ou remocéo de
elétrons/hidrogénio a partir de uma molécula de substrato para formar radicais livres. Estes
radicais reagem com o oxigénio, resultando na producéo de espécies altamente reativas, como
superoxido, radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio. O tipo Il consiste na transferéncia de
energia, que ocorre quando o FS irradiado com a luz absorve um foton e com isso um dos seus
elétrons passa para o orbital energicamente mais alto, mas de mesmo spin, resultando em um
estado excitado singleto, conhecido como oxigénio singleto (LAKOWICZ, 1999; KONOPKA,;
GOSLINSKI, 2007).

Tais EROs podem causar oxidagdo dos constituintes celulares, como a membrana
plasmatica e o acido desorribonucleico (DNA), levando a morte da célula. Além disso, essas
espécies citotoxicas podem danificar diretamente a membrana citoplasmatica, inativando o
sistema de transporte de membrana, inibindo a atividade enziméatica da membrana plasmatica,
causando oxidacéo lipidica, dentre outros danos (TAKASAKI; AOKI; MIZUTANI, 2009).

Figura 1: Representagdo esquematica do mecanismo de acéo da terapia fotodinamica.
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Fonte prépria. Luz (fotons) de uma energia apropriada é absorvida por um fotossensibilizador, que sofre uma
transicdo de um estado fundamental de baixa energia para um estado altamente excitado. O fotossensibilizador
ativado interage com o oxigénio para produzir oxigénio singleto e outras espécies reativas que causam um efeito
téxico nas células dos micro-organismos, por exemplo.

As células morrem de dois modos. O primeiro tipo de morte celular, a necrose, ocorre
quando as células sdo danificadas por toxinas ou privadas de oxigénio ou nutrientes essenciais.
Essas células normalmente incham e se rompem, liberando seu conteldo para o meio
extracelular. Mais comumente, a morte celular é devido a apoptose, configurando uma série de
eventos geneticamente programados, devido a fatores como o enevelhecimento celular, a
auséncia de sinal mitético e o reconhecimento do DNA danificado (SAVADA et al., 2009).
Como consequéncia de TFD, as células podem morrer por necrose ou apoptose (NYMAN;
HYNNINEN, 2004). A necrose € uma morte celular degenerativa que resulta de extensos danos
celulares. Apoptose € um mecanismo de morte geneticamente programada de células velhas em
ambas as condi¢des fisiologicas e patologicas de um organismo vivo. Diferentemente da
necrose, os restos da célula sdo eliminados de uma forma organizada, sem inflamag&o extensa
(NYMAN; HYNNINEN, 2004).

2.3.2 Fonte de luz

A eficacia da TFD é dependente de varios fatores relacionados a fonte de luz, tais como
0 comprimento de onda e sua interacdo com o FS, a poténcia de saida do aparelho, o tempo de

irradiacdo, o didametro do feixe, 0 modo de funcionamento da fonte de luz, se continuo ou
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pulsado e a convergéncia do feixe se focada ou desfocada (WILSON, 1993; PLAETZER et al.,
2003).

Todas as fontes luminosas comuns emitem luz de muitos comprimentos de onda
diferentes. A luz branca contém todos os comprimentos de onda, ou a maioria das cores do
espectro visivel (Fig. 2). A luz colorida normal, tal como a emitida por lampadas de cor, é
constituida por uma ampla gama de comprimentos de onda que correspondem a uma parte
especifica do espectro de luz visivel (FREITAS; SIMOES, 2015).

Figura 2: Regido do visivel do espectro eletromagnético.

ESPECTRO VISIVEL

700nm 500nm 400nm

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Fonte prépria.

A terapia fotodindmica requer uma fonte de luz que ative o FS pela exposi¢do a baixa
poténcia de luz visivel em um comprimento de onda especifico (KONOPKA; GOSLINSKI,
2007). Inicialmente, a ativacdo do FS era realizada por diversas fontes de luz, principalmente
com fontes LASER. O LASER é uma luz monocromatica, coerente (continua e sincronizada),
e o seu feixe aponta em uma Unica direcdo (colimado), obtendo-se assim caracteristicas
peculiares com seu uso. Entretanto, equipamentos com laser utilizam-se de sistemas complexos
e caros (KONOPKA:; GOSLINSKI, 2007; FREITAS; SIMOES, 2015). Desse modo, busca-se
desenvolver sistemas mais compactos e vantajosos economicamente, tais como os LEDs, que
foram utilizados pela primeira vez como um componente eletrénico na década de 1960.
Posteriormente, com o desenvolvimento de sistemas eletrdnicos e dos materiais, foi possivel
utilizar LEDs como fontes de luz eficientes ( FREITAS; SIMOES, 2015). Trata-se de uma luz
que ndo é coerente nem colimada, contudo pode ser muito mais monocromatica que outras
fontes de luz. Em contraste com os lasers, os LEDs consomem uma menor quantidade de
energia para produzir luz, e com um baixo compontente térmico, sdo duraveis e, dependendo
do comprimento de onda desejado, podem ser mais baratos e facilmente obtidos (FREITAS;

SIMOES, 2015). Sendo, portanto uma fonte de luz alternativa ao uso dos lasers, os LEDs, que
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ja estdo presente na rotina odontoldgica, estdo sendo utilizados na TFD, ndo necessitando da
aquisicdo de equipamentos para o Unico fim de realizacdo de TFD (SANTIN et al., 2014).

A fonte de luz ideal para TFD deve estar situada na porcdo visivel do espectro
eletromagnético da luz e comprimento de onda especifico de ressonancia para tingir. O
comprimento de onda depende da dose e da profundidade da acdo do fotossensibilizador
utilizado (SANTIN et al., 2014).

As fontes de luz vermelha com comprimento de onda entre 630 e 700 nm tém sido
amplamente utilizadas em TFD, seus comprimentos de onda relativamente longos, podem
efetivamente penetrar nos tecidos biologicos (WILSON, 1986). Pesquisas prévias tém
demonstrado que a interacao entre essas fontes de luz e os FS que absorvem neste comprimento
de onda, tais como o azul de metileno, azul de toluidina orto e verde malaquita, pode resultar
em morte microbiana significativa de bactérias cariogénicas (ROLIM et al., 2012).
Adicionalmente, a luz azul (380-520 nm) é um atrativo opcéao para TFD, pois tais fontes de luz
podem ser utilizadas em combinacdo com outros FS, como o rosa bengala, eosina e eritrosina,

para a fotoinativacdo de micro-organismos orais (COSTA et al., 2010; ROLIM et al., 2012).

2.3.3 Fotossensibilizadores

Um fotossensibilizador ideal deve ser ndo tdxico e exibir toxicidade local apenas ap6s
ativacdo por iluminacdo (KONOPKA; GOSLINSKI, 2007). Além disso, segundo Alisson et al.
(2004), algumas propriedades especificas sao necessarias para que possa ser utilizado como

fotossensibilizador:

v’ Caracteristicas fotofisicas favoraveis;

v' Ser quimicamente puro e ter composicdo constante e conhecida, pois compostos puros
simplificam a interpretacéo da relag&o dose-resposta;

v' Ter minima toxicidade no escuro, ndo ser mutagénico nem carcinogénico;

v" Acumulo preferencial na célula tumoral (seletividade), evitando assim efeitos
colaterais;

v Ser rapidamente eliminado do organismo induzindo assim uma baixa toxicidade
sistémica (farmacocinética favoravel);

v Ser solGvel em agua ou em solvente inofensivo e ndo apresentar agregacdo em meio
bioldgico, pois isto reduz a eficiéncia fotodindmica;

v" Néo provocar dor durante e ap6s o tratamento, ja que TFD geralmente ndo requer
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anestesia ou sedacao pesada;
v Facilidade de obtencdo em escala industrial, com boa reprodutividade e custos
reduzidos.
Perussi (2007) classificou os principais FS utilizados atualmente na TFD nos seguintes
grupos:
e Porfirinas
Os fotossensibilizadores mais utilizados na TFD no tratamento de canceres séo 0s derivados
da hematoporfirina (Hp), sendo Photofrin® (Canada) o mais conhecido. Seu uso clinico foi
autorizado em 1998 nos Estados Unidos, seguido por Canada, Holanda, Franga, Alemanha e
Japao. Os fotossensibilizadores correspondentes produzidos na Alemanha e Russia séo,
respectivamente, Photosan® e Photogem®. Ambos apresentam caracteristicas quimicas,
fotofisicas e de diagndstico bem como caracteristicas terapéuticas semelhantes, porém néo
idénticas ao Photofrin®. Esses trés fotossensibilizadores sdo de primeira geragdo e consistem
da mistura de monémeros, dimeros e oligdmeros de derivados de hematoporfirina (HpD).
e Clorinas
As clorinas séo porfirinas reduzidas pela hidrogenacéo de uma ou mais duplas ligacdes
dos anéis pirrolicos. A clorina es € uma forma derivada da clorofila a que apresenta duas
importantes propriedades: maior rendimento quéantico de formacdo de oxigénio singleto e
intensa banda de absor¢do em comprimentos de onda maiores (650-660 nm) que as porfirinas
(610-630 nm). Exemplos: Photodithazine (Russia) e Foscan (Alemanha).
e Acido 5-aminolevulinico
Um pro-farmaco, o acido 5-aminolevulinico (ALA), serve como um precursor do
fotossensibilizador, protoporfirina IX (PplX). Esse mecanismo é baseado na acumulagdo
enddgena do FS PplX, pois a administragdo exdgena de ALA inibe o primeiro passo da sintese
de porfirina, o que resulta na acumulacéo de PpIX no tecido (KONOPKA; GOSLINSKI, 2007).
Devido a limitagdo da profundidade do ALA quando administrado topicamente, seu uso é
restrito a lesdes superficiais (1- 2 mm). ALA é rapidamente eliminada dos tecidos do corpo e
no prazo de 48 horas, e a fotossensibilidade da pele dura menos de 24 horas.
e Ftalocianinas
As ftalocianinas sdo consideradas como sendo derivadas de porfirinas, porém seu
carater aromatico superior explica a absor¢do mais intensa desses compostos na regido proxima
do infravermelho comparada aquela dos nucleos de porfirina originais. Fornecem uma larga

gama de compostos em termos do atomo central de metal/semimetal (Al, Ga, Si, Zn) e
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funcionalidade da cadeia lateral. Como FS, as ftalocianinas fornecem alto rendimento de
producdo de oxigénio singleto. Esses compostos mostram grande potencial na area de
desinfeccdo dos produtos derivados de sangue.

e Fenotiazinicos

Os corantes fenotiazinicos sdo moléculas catibnicas com estrutura fundamental

composta por um sistema de anel aromatico triciclico planar, que constitui um sistema
altamente conjugado, funcionando como o cromoforo destes compostos (HARRIS et al., 2004).
Exibem intensa absor¢ao na faixa compreendida entre 600- 660 nm, regiao do espectro util em
TFD por estar na “janela terapéutica” ou “janela éptica” ( intervalo de comprimentos de ondas
situado entre os 650 e 1300 nm) requerida para a eficiente penetragao da luz nos tecidos, assim
como considerdvel rendimento quantico de oxigénio singleto (HARRIS et al., 2004).
Exemplos: azul de metileno (AM), azul de orto-toluidina (TBO).

e Riboflavina

Vitamina B2, ou riboflavina, essencial na dieta humana, € um agente comprovadamente nao
toxico que pode ser usado na fotodesinfeccao dos produtos do sangue, uma vez que nesse
processo as principais preocupacgoes sao 0s provaveis efeitos colaterais nos receptores do
sangue. Embora esse tipo de estudo esteja apenas em sua fase inicial, sabe-se que riboflavina é
ativa em cada um dos principais componentes do sangue sem dano significante a essas
estruturas.

e Hipericina

A hipericina ¢ um pigmento fotoativo natural produzido por plantas do género

Hypericum da familia Guttiferae. Sua indicacdo é apropriada em quadros de distarbios
psicovegetativos, estados depressivos leves e moderados, medo e/ou agitacao emocional.
Adicionalmente, apresenta propriedades anti-inflamatorias, antissépticas, anti-infecciosas,
antivirais, estimula a circulagao sanguinea e elimina os hematomas. O composto exibe uma
potente atividade fototoxica antitumor in vitro e in vivo. Hipericina é provavelmente o mais
potente FS encontrado na natureza. Atualmente, a hipericina produzida sinteticamente tem sido
estudada como uma nova gerag¢ao de farmacos para utilizacao em TFD e alguns resultados
indicam que este FS pode induzir tanto a apoptose quanto a necrose de células tumorais
(AGOSTINIS et al., 2002).

e Xantenos
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Xantenos sdo compostos ciclicos com trés anéis aromaticos em arranjo linear com um
atomo de oxigénio no centro do anel, que absorvem luz na regido do visivel. Alguns exemplos
de xantenos sdo Rosa Bengala, Eosina Y, Fluoresceina e Eritrosina B.

Rosa Bengala (Fig. 3) € um haleto derivado da fluoresceina, cujo uso tem sido bastante
relatado como um corante para diagnéstico de varias doencas externas ao olho, além do
tratamento de cancer (JERJES; HAMDOON; HOPPER, 2012;WANG et al., 2013; PEREIRA
et al., 2013; WANG et al., 2014). Como um FS, Rosa Bengala pode matar micro-organismos,
tais como virus, bactérias e protozoarios. Em um ambiente aquoso contendo nucleotideos, o
mecanismo fotodindmico da Rosa Bengala sob irradiacdo em torno de 532 nm ¢€
predominantemente do tipo I, gerando 80% de oxigénio singleto e os restantes 20% de anions
superoxidos (PAULINO et al., 2005; SUGITA et al., 2007; CHANG et al., 2008). O oxigénio
singleto é um oxidante poderoso que pode reagir com muitos tipos de biomoléculas. Estas
incluem glicerdis, colesterois, fosfolipidos, aminoécidos, tais como triptofano, histidina e
metionina; bem como bases de acidos nucleicos, como guanina e guanosina (NYMAN;
HYNNINEN, 2004). O tempo de vida do 'O, num ambiente celular é curto por ser altamente
reativo. Logo, reage no seu local de formacgdo. Isto também significa que as moléculas do
fotossensibilizador ndo ligadas a células ndo séo fototoxicas (NYMAN; HYNNINEN, 2004).

No entanto, a aplicacdo clinica do Rosa Bengala tem sido limitada, pois ao ser
administrado de maneira sistémica é rapidamente acumulado no figado e excretado antes que
possa se acumular no tecido tumoral (SUGITA et al., 2007; CHANG et al., 2008). Por nao
absorverem a luz em um comprimento de onda adequado para maxima penetracdo desta nos
tecidos, estes corantes sdo mais indicados para o tratamento de lesdes superficiais (UESUGI;
FURUMIYA; MIZUTANI, 2006). Adicionalmente, a tendéncia deste corante anidnico de se
agregar em concentracdes elevadas restringe o uso generalizado de RB em solucédo, pois a
formagéo de agregados diminui a sua resposta fotoquimica (FINI et al., 2007). A agregacéo é
particularmente importante em solucdo salina; € bem conhecido que a concentracdo méxima
em que RB pode ser considerado como monémero diminui significativamente com a adi¢do de
sal. Uma estratégia para evitar a autoagregacdo do corante pode ser a sua introdugdo nos
sistemas de nanoparticulas, aumentando sua eficiéncia e protogendo contra possiveis processos
de fotoxidagéo (FINI et al., 2007).

Figura 3: Estrutura quimica do Rosa bengala.
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Rosa bengala

Fonte propria.
2.3.4 Nanoparticulas

Materiais nanoparticulados incluem formas esféricas, cubicas, particulas nanométricas
em forma de agulha, e os dispositivos quase nanométricos (micrométricos) (ALLAKER, 2010).
Algumas nanoparticulas (NPs) constituem um tipo de sistema de entrega de farmaco coloidal
compreendendo particulas com um intervalo de tamanho entre 10 a 1000 nm de didmetro
(MUDSHINGE et al., 2011). As principais vantagens das NPs s&o a biodisponibilidade
melhorada, facilitando a solubilidade; o aumento do tempo de resisténcia no corpo e a
seletividade pelo local de acdo. Isto resulta numa reducdo concomitante na quantidade de
farmaco necessaria, diminuindo a toxicidade e a dosagem, possibilitando a entrega segura de
drogas terapéuticas e toxicas (MUDSHINGE et al., 2011). Para desenvolver um sistema de
nanoparticulas eficiente, tanto a libertacdo do farmaco quanto a biodegradacédo de polimeros
sdo importantes fatores a serem considerados. Em geral, a taxa de liberacdo da droga depende
da sua solubilidade, da dessor¢do da superficie ligada/adsorcdo da droga, da difuséo da droga
através da matriz de nanoparticulas, da erosdo da matriz de nanoparticulas/ degradacéo e da
combinacéo dos processos de erosao e difusdo (MUDSHINGE et al., 2011).

Atualmente, muitas plataformas estdo disponiveis para prolongar ou retardadar a
liberacdo de farmacos altamente sol(veis em agua (SALUSTIO et al., 2011). Nesse contexto,
as ciclodextrinas (CDs), produtos naturais da degradacao do amido, vém ganhando espacgo. O
interesse da encapsulagao de medicamentos, como os antibioticos penicilina e amoxicilina pela
industria farmaceutica, ocorreu a partir da complexagao do principio ativo B-lactama com CDs

(RAWAT et al., 2004), pois este era pouco soluvel em agua, quimicamente instavel e
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apresentava sabor desagradavel. Todas essas caracteristicas indesejaveis foram amenizadas
apos a incorporagao desses compostos em CDs. Elas séo oligossacarideos ciclicos construidos
a partir de unidades de glucopiranose ligadas por ligacbes a-1,4. Caracterizam-se por serem
substancias cristalinas, homogeéneas, e ndo higroscopicas. As CDs naturais sdo a-CD (Fig. 4),
que compreende seis unidades de glucopiranose, a p-CD que compreende sete dessas unidades,
e a y-CD que compreende oito unidades de glucopiranose (WENZ; HAN; MULLER, 2006).
As CDs apresentam um grande potencial em aplicagoes industriais pois, devido ao seu arranjo
tridimensional, suas moléculas apresentam um espago (cavidade) interno apolar. Esse espago
no interior da molécula permite que elas formem complexos de inclusao com uma grande
variedade de compostos, modificando suas propriedades fisicas e quimicas. As CDs estdo sendo
utilizados como potenciadores de permeacdo em formulagdes tOpicas e para aumentar a
permeabilidade de farmacos insollveis em agua, fazendo a droga disponivel na superficie da
membrana biol6gica (pele, mucosa, ou a cornea do olho) (SALUSTIO et al., 2011). Para drogas
solveis em agua, as CDs aumentam a permeabilidade da droga através de uma acdo direta na
membrana e melhoram a absorcio da droga e/ou sua biodisponibilidade (SALUSTIO et al.,
2011). Adicionalmente, pelo fato de conferirem maior estabilidade fisico-quimica de
componentes susceptiveis & acdo da luz e reduzirem a velocidade da oxidagao dos compostos,

as CDs tornam-se um veiculo interessante para investigacdo em TFD.

Figura 4: Estrutura quimica da alfa-ciclodextrina.

Fonte propria.
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2.3.5 Aplicacao da terapia fotodinamica com rosa bengala em cariologia

Foi previamente demonstrada a eficacia da TFD utilizando RB e um aparelho
fotopolimerizador contra culturas planctonicas de S. mutans (PAULINO et al., 2005). Os
fotopolimerizadores sdo equipamentos extremamente comuns em consultérios odontologicos,
sendo responsaveis pela polimerizacdo de materiais resinosos usados frequentemente em
restauracdes dentarias. A utilizacdo destes equipamentos como uma fonte de luz para a
inativacdo de bactérias apds o tratamento com Rosa Bengala pode significar a diminuicao de
custos para a implementacdo de mais uma modalidade de tratamento odontoldgico. Neste
estudo, o corante mostrou toxicidade no escuro, apenas em concentragdes elevadas (acima 5,0

HUM/L), o que é normalmente encontrado nas drogas fotossensiveis exdgenas.

Outra fonte de luz bastante utilizadas em consultdrios odontolégicos sdo os LEDs, que
também ja foram associados com eritrosina e RB, para inativacdo de culturas plancténicas de
S. mutans (ATCC 35688) contendo 10° células/mL (COSTA et al., 2010). Ambos 0s corantes
foram preparados na concentracdo 2 UM e irradiados com um LED (95 J.cm™2), de comprimento
de onda situado na faixa de 440-460 nm, por 180 s. A terapia fotodindmica com RB e eritrosina

exerceu um efeito antimicrobiano em todos as estirpes S. mutans estudadas.

A atividade bactericida contra S. mutans foi demonstrada ser maior com o0 uso de RB
guando comparada aquelas usando eritrosina e floxina (ISHI'YAMA et al., 2012). No entanto a
capacidade de producdo de oxigénio singleto (*O2) na concentragdo de 10 UM e dose de energia
de 80 mW.cm foi maior para a floxina, seguidas de produgdes similares entre RB e eritrosina.
Desta forma, outros fatores além da producdo de 0, devem estar envolvidos na atividade
antibacteriana, como a taxa de incorporagdo do corante na célula bacteriana, que foi maior para

0 RB quando comparado aos outros corantes testados.

Ainda contra S. mutans e utilizando aparelho fotoplimerizador associado ao RB, a
atividade antimicrobiana da TFD foi testada e comparada a de diferentes fotossensibilizadores,
tais como azul de metileno, azul de orto-toluidina, verde malaquita, eosina e eritrosina, todos
na concentracdo de 163,5 PM, e respectivas fontes de luz operando com 24 J.cm™. A geragio
de oxigénio singleto foi avaliada pela fotooxidacdo do triptofano. Todos os
fotossensibilizadores foram capazes de reduzir a luminescéncia do triptofano quando irradiados
com comprimentos de onda adequados, exceto verde malaquita. Os experimentos in vitro com

S. mutans demonstraram que o azul de orto-toluidina foi o Unico FS que reduziu 99,9% dos
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micro-organismos. A toxicidade na auséncia de luz gerada por RB e ERI ndo permitiu uma

comparacédo acurada entre os demais fotossensibilizadores (ROLIM et al., 2012).

Mais recentemente, a acdo da TFD in vitro em biofime de S. mutans (ATCC35688) e S.
sanguinis (ATCC10556), utilizando eritrosina e RB, ambos nas concentra¢es de 5 uM foi
testada e demonstrada (PEREIRA et al., 2013). Um LED (95 J.cm™), de comprimento de onda
na faixa correspondente a 455-475 nm foi usado por 180 s. O estudo mostrou que a TFD,
utilizando ERI e RB, tem se mostrado mais efetiva em culturas planctdnicas de S. mutans,

apesar de terem obtido reducdo no nimero de CFU/mL nos biofilmes testados.

O primeiro relato de associacdo de RB com nanoparticulas, em TFD, foi previamente
descrito, e relata que o corante foi conjugado com nanoparticulas de quitosana contra biofilmes
de E. faecalis (SHRESTHA et al. 2014). A quitosana proporcionou um ganho na atividade
antimicrobiana da TFD, além de proporcionar uma estabilizacdo na matriz de coladgeno da
dentina (componente importante da estrutura dentaria). O aumento da eficacia antimicrobiana
foi atribuido ao efeito sinérgico das nanoparticulas de quitosana bioativas policationicas e a
fracdo de oxigénio singleto produzida pelo fotossensibilizador apo6s fotoativacao.
Adicionalmente, essa incorporacdo de RB pela quitosana diminuiu a toxicidade do FS no
escuro. A concentracdo de RB utilizada no biofilme de E. faecalis foi de 10 uM e as
concentragdes da nanoparticula de RB e quitosana foram de 0,1 e 0,3 pg.mL™?. As doses de
energia aplicadas foram 20 J.cm™, 40 J.cm™ e 60 J.cm™?. A morte das células do biofilme
maduro foi atingida na concentragdo de 0,3 pg. mL? para nanoparticula e de 10 uM para RB,
na dose de energia 60 J.cm™,

Portanto, mais estudos sdo necessarios acerca da atividade antimicrobiana do Rosa
bengala puro ou melhorado por nanotecnologia a fim de elucidar a melhor concentracéo e tempo

de irradiacdo necessarios para uma inativacdo microbiana eficiente.
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3 HIPOTESES

A adic¢do de a-CD nanoparticulada ao FS rosa bengala aumenta a eficécia de seu efeito
inibitério quando irradiado por uma luz azul propiciando diminuicdo da concentracao
do RB e densidade de energia da fonte de luz utilizada.

Adicionalmente, o0 modelo de suspensédo de células placténicas em solucdo de NaCl
0,89% (salina) propicia uma maior eficiéncia antimicrobiana da TFD, uma vez que ndo
havera interéncia entre a cor do FS e o meio de cultura usado, no caso TSB, bem como
ndo haverd barreira Otica para a passagem da luz pela inexisténcia da coloracdo presente

no meio de cultura.
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4 OBJETIVO GERAL
Verificar a eficacia do sistema de nanoparticulas de rosa bengala e a-ciclodextrina na
atividade antimicrobiana da Terapia Fotodindmica contra as suspensdes de S. mutans em dois

diferentes meios de suspenséao planctonicas.

4.1 Obijetivos especificos
e Caracterizacdo morfoldgica da nanoparticula e da eficiéncia do encapsulamento de RB
pela a-CD;
e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) do
rosa bengala, da a-ciclodextrina e da nanoformulagdo frente a culturas planctdnicas de
S. mutans;
e Testar a eficicia da Terapia fotodindmica com diferentes concentracdes de RB e RBNP

e tempos de irradiagéo, utilizando um LED azul,



39

e Investigar a acdo dos ensaios de suspensédo com Terapia fotodindmica, avaliando um
modelo de suspenséo planctonica em solucéo salina (NaCl a 0,89%) e em caldo triptona
de soja (TSB).

5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Fotossensibilizador

Os fotossensibilizadores utilizados nesse experimento foram o Rosa bengala (RB)
(Sigma-Aldrich,Milwaukee, W1, USA) e Rosa bengala nanoparticulado com a- ciclodextrina
(RBNP). RB na formulagdo p6 foi solubilizado em solugéo salina (0,89% NaCl) de modo a
atingir as concentracdes testadas especificadas adiante. A partir da massa molecular (MM) do
Rosa bengala (1017,64 g/mol), determinou-se a quantidade necessaria de massa (gramas)
necessarias para atingir a concentracdo de partida desejada. Sabendo-se que a molaridade
corresponde ao numero de mols (n) pelo volume (L), calculou-se, posteriormente, a quantidade
referente a 5 mL (volume final). Utilizando-se a formula quimica de diluigdo das solugdes
(C1.V1=C..V>), chegou-se a quantidade necessaria do volume inicial que precisava ser retirado
da solucdo preparada para completar com solucdo salina estéril a fim de atingir os 5 mL

desejados. A preparacdo foi filtrada atraves de um filtro descartavel para seringa com



40

membrana microporosa 0,22 um (Merck Millipore Corporation, Sdo Paulo, Brasil) e estocada
em tubos Falcon. Apds a filtragéo, os fotossensibilizadores permaneceram ao abrigo da luz. A
nanoparticula, RBNP, foi preparada utilizando um mini Spray Dryer B-290 (Buchi,
Switzerland) (Fig. 5) no Laboratério de Polimeros e Inovacdo de Materiais em parceria com a
Prof? Dr? Nagila Maria Pontes Silva Ricardo (Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica-
UFC). As aberturas de entrada e de saida de ar foram mantidas a 130°C e 65°C respectivamente,
com fluxo de alimentagdo de 3,5 mL / min, um volume de aspiracio de 35 m%h, e um volume
de ar de 84 L/h. Neste processo de encapsulamento, a formulacgéo utilizada correspondeu a
massa de a-ciclodextrina (1,0 g) dissolvida em 200 mL de agua destilada e suavemente agitada
durante 4 h a temperatura ambiente. Posteriormente, 100 mg de RB foram adicionados a
solucdo, que foi agitada durante a noite. Em seguida, a solucéo foi dispensada no mini Spray

Dryer, obtendo-se a nanoparticula por meio de secagem por aspersdo dessa solucéo (Fig. 5).

Figura 5: Imagens do aparelho. mini Spray Dryer B-290 e dos compostos envolvidos na producéo da

nanoparticula.

Mini Spray- Dryer B-290

Fonte propria.
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5.2 Fonte de Luz

A fonte de luz utilizada foi um diodo emissor de luz (LED) Ultrablue plus ( A=520 nm,
DMC, Séo Carlos, SP, Brasil). O fotossensibilizador apresenta pico de absorcdo maxima em
torno de 520 nm. As densidades de energia utilizadas foram 3,35 J.cm?, 6,70 J.cm™ e 10,05
J.cm, correspondendo a 60s, 120s e 180s de irradiagdo, respectivamente. Para calcular a
densidade de energia ou exposi¢do radiante utilizou-se a formula:

D@cm?)=EQ)/A{Cm?) e EQ)=P(W)Xxt(s)

Onde: D = densidade de energia; P= poténcia; t= tempo de irradiacdo e A= area.

A poténcia de saida do aparelho é de 43 mW. O local irradiado corresponde ao poco de
uma placa de cultura de células de 96 pogos (Techno Plastic Products, TPP®, Switzerland), cuja
area é 0, 7693 cm?. A distancia entre a fonte de luz e o local da irradiacdo foi 3 mm. O tempo

de pré-irradiacdo, para todos os grupos, foi de 5min.

5.3 Preparo do indculo

Uma suspensdo padronizada de S. mutans UA 159 (ATCC 700610), cepa ja utilizada
em pesquisas anteriores (ROLIM et al., 2012; SOUSA et al., 2015), contendo 1-2 x 10°
unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL), foi preparada para captacao do micro-
organismo. Primeiramente, o Caldo Triptona de Soja (TSB, Becton, Dickinson and Company,
Sparks, MD 21152 USA) enriquecido com extrato de levedura 0,5% (Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD 21152 USA) e glicose 1% (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) foi inoculado com S. mutans e, em seguida, incubado por 18 horas em 37 °C em uma
atmosfera de 5% de CO> (Thermo Fischer Scientific, Model 311, OH 45750, Marietta, Ohio,
USA).

Em seguida, a suspenséo foi ajustada para 1-2 x10® UFC/mL, conforme orienta a norma
do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) para ensaios de concentragdo
inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). O ajuste foi realizado
utilizando dois modelos de células planctonicas: com as células bacterianas suspensas em meio
de cultura (TSB) ou em solucdo salina (0,89% NaCl). Neste ultimo caso, a suspensdo foi
centrifugada a 3000 g por 5 min em 25°C (Centrifuga Refrigerada, NT 815, NOVATECNICA,
Piracicaba, SP, Brasil), sendo o sobrenadante descartado e o precipitado resuspendido em 5

mL de solucdo salina estéril.
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5.4 Ensaio de determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Uma vez que ndo existe um consenso na literatura acerca da concentracdo inibitoria e
bactericida minimas (CIM e CBM, respectivamente) da terapia fotodinamica realizada com o
fotossensibilizador Rosa Bengala para S. mutans, ensaios para determinacdo da CIM e CBM

do Rosa bengala (RB) em forma livre e em nanoformulacdo (RBNP) foram realizados.

A técnica de microdiluigdo em caldo foi realizada conforme recomendag6es do CLSI
(2012). Inicialmente, o in6culo de S. mutans foi padronizado em meio TSB com extrato de
levedura a 5% na escala 0,5 de McFarland. Para este ensaio foram utilizadas as concentracdes
iniciais de 32 uM de RB e 64 uM de RBNP como solugfes-estoques e 11 dilui¢bes binarias de
cada fotossensibilizador foram testadas. Foi adicionado a cada po¢o da placa de 96 pogos: 100
pL de caldo, 100 uL de RB ou RBNP em concentracfes variadas e 10 pL do indculo.

Além dos grupos experimentais acima citados, para ambos os ensaios de CIM (RB e

RBNP) foram realizados os seguintes grupos para controle:

e Controle de turvagdo: 100 pL do fotosensibilizador [RB ou RBNP + 110 uL de caldo TSB (sem
in6culo)]

e Controle de negativo 1 : 100 pL de Solugdo Salina 0,89% + 100 uL de caldo TSB + 10 pL do
indculo

e Controle de negativo 2 : 100 pL de Solugdo Salina 0,89% + 100 uL de caldo TSB + 10 pL do
indculo + Irradiacdo com LED (180 s)

e Controle positivo: 100 pL de Digluconato de Clorexidina 0,12% (CHX) + 100 pL de caldo +
10 pL do indculo

e Controle de esterilidade: 210 pL de caldo TSB

e Controle do inoculo: 200 pL de caldo TSB + 10 pL do indculo inicial

As microplacas foram incubadas em 37°C e 5% CO; por 24 horas. A Concentragao
Inibitoria Minima (CIM) foi considerada a menor concentragdo do fotossensibilizador (RB ou
RBNP) capaz de inibir o crescimento de S. mutans, constatado mediante inspecdo a olho nu
(auséncia de turvacdo visivel) e leitura da absorbancia de 492 nm (Thermoplate, TP-READER-
BASIC NEW, CHINA).
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5.5 Ensaio de determinacéo da concentracgdo bactericida minima (CBM)

Para a determinacdo da CBM foram selecionados 0s pogos que apresentaram inibigéo
visivel do crescimento bacteriano no ensaio da CIM. Para isso, 25 pL do contetdo dos pogos
foram subcultivados em placas contendo Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar- Difco
laboratories, Detroit, MI, EUA) estéril, produzido de acordo com as recomendacGes do
fabricante (52 g de BHI para 1000 mL de &gua destilada); e incubados durante 48 horas em 37
°C em uma atmosfera de 5% de CO.. Ap0s a incubacdo, as culturas foram analisadas para
verificacdo visual do crescimento bacteriano. A CBM foi definida como a concentracdo minima
dos fotossensibilizadores RB e RBNP, com e sem ativacao por luz, necessarias para matar a

maioria (> 99,9%) dos micro-organismos viaveis apés incubacao.

5.6 Ensaio de determinacdo da viabilidade bacteriana em suspensdo de células
plancténicas

Para este ensaio foram testados nos dois modelos de suspensao plancténicas, TSB e
solucgdo salina a 0,89%, quatro concentracdes para RB e RBNP (0,031, 0,062, 1 e 2 uM),
correspondendo as concentragbes de MIC e MBC dos fotossensibilizadores. Essas
concentracdes foram estudadas agindo sem a interferiencia da luz e com a luz. O LED operou
trés densidades de energia. Grupos controle, LED e Digluconato de Clorexidina a 0,12%
também foram realizados, totalizando os seguintes grupos para cada fotosensibilizador:

-Controle;

-Digluconato de Clorexidina a 0,12% (CHX);

-LED 10,05 J.cm;

-RB 0,031; 0,062; 1 e 2 uM

-RBNP 0,031; 0,062; 1 e 2 uM

-RB 0,031 uM ws LED 3,35J.cm?;6,70J.cm? ou 10,05 J.cm™

-RB 0,062 uM ™= | ED 3,35J.cm?; 6,70 J.cm?2 ou 10,05 J.cm

-RB 1 UM oy LED3,35J.cm?; 6,70 J.cm? ou 10,05 J.cm™

-RB 2 pM . LED 3,35 J.cm?; 6,70 J.cm™ ou 10,05 J.cm™

-RBNP - 0,031 pM LED 3,35J.cm™; 6,70 J.cm’
2 0u 10,05 J.cm™

-RBNP 0,062 uM wm LED 3,35J.cm?;6,70J.cm? ou 10,05 J.cm™

-RBNP 1 uM ™= |ED3,35J).cm?;6,70J.cm? ou 10,05 J.cm™

-RBNP 2 uM = LED 3,35J.cm?2;6,70J.cm? ou 10,05 J.cm™
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O inoculo foi preparado em caldo TSB suplementado com extrato de levedura e 1% de
glicose a semelhanca do realizado no item 5.3. A suspensao permaneceu em estufa por um
periodo de 18 horas, 37°C e atmosfera parcial de 5% CO,. Apoés esse periodo, essa suspensdo
foi ajustada em solucdo salina ou caldo TSB, a fim de se obter uma concentracdo de 10°
UFC/mL.

A fonte de luz utilizada foi a mesma descrita no item 5.2. Em cada experimento
realizado, trés tempos de irradiacdo foram testados (60 s, 120 s e 180 s,), correspondendo as
trés densidades de energia, variando-se as concentracfes de RB e RBNP, correspondendo a
CIM e a CBM determinadas nos ensaios anteriores. Em cada poco da placa de 96 pocos foram
distribuidos 100 pL da suspensdo bacteriana ajustada + 100 pL do fotossensibilizador (RB ou
RBNP). Durante o periodo de pre-irradiagdo (5 min), o fotossensibilizador foi mantido ao
abrigo da luz (ZANIN et al., 2005; PEREIRA et al., 2013). Por experimento foram testados
duas concentragdes para cada FS seguidos dos demais grupos, como segue: FS A + inoculo +
LED 10,05 J.cm'%; FS A + inoculo + LED 6,70 J.cm™; FS A + inculo + LED 3,35 J.cm™?; FS
B + indculo + LED 10,05 J.cm™; FS B + indculo + LED 6,70 J.cm™; FS B + inéculo + LED
3,35 J.cm™; Sol. Salina + indculo + LED 10,05 J.cm™; FS A + in6culo; FS B + in6culo; Sol.
Salina + indculo; Clorexidina (CHX) + indculo. Os cédigos A e B correspondem analogamente
as duas concentracgdes testadas, que sdo concentracGes equivalentes a CIM e CBM de ambos 0s
fotossensibilizadores (Fig. 6 e 7). Apds o término do tratamento, o contedo de cada poco (200
pL) foi retirado, diluido (1:10) e semeado (10 pL) em BHI agar por 48 horas em 37°C em uma
atmosfera de 5% de CO2a fim de determinar a presencga ou a auséncia das unidades formadoras
de colénias (UFC/mL) em cada dilui¢éo correspondente (Fig. 8). Todos os grupos foram feitos

em triplicatas técnicas, no mesmo dia, e em triplicatas bioldgicas em dias diferentes.

Figura 6: Desenho da placa de 96 pogos utilizada no experimento com os 11 grupos experimentais.

1@ 28 3@ 4@ 58 6@ 7@ 8@ 9@ 10 11@ 120

A >O OO OIOOOO
BBl OOOOOOOOOOOO
2O O TJOLOOTOOTO
8O OOOOOOOOOOO
O OOOOOOO

RO OO OOOOO
2l OOOOOOOOOOOO
He OO TOOOOO

LinhasAeC: 0,1 mL doinéculo+0,1mL doFS+LED 180s,120se60s

Linha E: 0,1 mL doinéculo + 0,1 mL de solugdo salina + LED 180s

LinhaF: 0,1 mL doinéculo+ 0,1 mL doFS

Linha H: controle negativo Salina ( 0,1 mL do inéculo + 0,1 mL de solugdo salina)
controle positivo CHX (0,1 mL doinéculo+ 0,1 mL de CHX)
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Figura 7: Placa utilizada para a irradiacéo, cujo didmetro do orificio corresponde ao diametro do poco

da placa de 96 pocos.

Fonte prépria

Figura 8: Desenho das placas de culturas com BHI &gar utilizadas para determinagdo das unidades formadoras
de coldnias (UFC/mL) .

10 pL por gota em
cada diluicédo
corresnondente

Fonte prépria. Cada quadrante representa uma diluicdo. Assim, temos dilui¢cdes do P (puro) ao -7, dividas

em duas placas para cada grupo em estudo.
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5.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O aspecto morfoldgico das particulas de RB e RBNP foi visualizado utilizando
Microscopio Eletronico de Varredura FEI® INSPECT F50. As particulas foram fixadas em
“stubs” com fita dupla-face de carbono e cobertas por uma fina camada de 10 nm de ouro,

utilizando o sistema de metalizacdo Quorum Q150T ES.

5.8 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (IR)

O espectro vibracional na regido do infravermelho foi obtido a partir de amostras em
estado solido do FS RB, RBNP ¢ a-CD. As amostras foram previamente dispersas e misturadas
com brometo de potéssio (KBr). Em seguida, foram prensadas sob pressdo de 10 toneladas para
formacdo de uma pastilha. A analise é realizada pelo grau de interacdo do feixe com a pastilha
recém-preparada. Para isso, foi utilizado um espectrdmetro ABB Bomem FTIR, modelo 2000-
120 FTLA com janela espectral de 400 dos 4000 cm™.

5.9 Analise Estatistica

Os dados absolutos das UFCs foram transformados em logaritimo na base 10. Calculou-
se média, mediana e desvio padrdo. O intervalo de confianca foi estabelecido em 95% e nivel
de significancia em 5% (p<0,05). Para verificagdo da normalidade dos dados foi aplicado o
teste D’ Agostino-Pearson. A comparagao entre os diversos grupos experimentais foi realizada
utilizando os teste ANOVA one-way, seguido de Tukey (dados paramétricos) e Kruskal-Wallis,
seguido de Dunn (dados ndo paramétricos). Para comparagdo de cada grupo, nos dois modelos
de suspensdo planctonicas (solugéo salina e caldo TSB) foram utilizados teste t ndo-pareado
(dados paramétricos) e teste Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). Foi realizado teste de

Grubb para verificacdo de dados outliers (valores extremos).
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6 RESULTADOS

6.1 Captagdo das imagens da morfologia do RB e RBNP e anélise do espectro
infravermelho (IR)

A analise por MEV evidenciou nanoparticulas com forma esférica e superficie lisa (Fig.
9) ap6s o encapsulamento. A eficiéncia do encapsulamento do RB pela a-CD pode ser
comprovada pela analise do espectro na regido do infravermelho, onde se observa o pico em

1.549 cm™ presente no RB, ausente na a-CD e presente no RBNP (Grafico 1).

Figura 9: Aspecto morfoldgico do corante rosa bengala em forma livre (A e C) e em nanoformulacdo com alfa-

ciclodextrina (B e D).
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Gréfico 1: Andlise do espectro do infravermelho para RB, alfa-CD e RBNP (RB o-CD).
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6.2 Ensaio de determinacdo da concentracdo inibitéria minima e concentracéo bactericida
minima para Rosa bengala

Para o0 ensaio de determinacéo da CIM, foi utilizada a concentracdo inicial de 16 pM,
seguida de 10 dilui¢des binarias. Logo, as concentragdes utilizadas variaram de 8 a 0,015 pM.
O ajuste do indculo inicial para a concentragio de 1-2 x 10 UFC/mL foi realizado com o auxilio
da escala McFarland e espectofotdmetro. A confirmacéo ainda foi aferida por plaqueamento do
indculo incial. Leituras de absorbancias (492 nm) das suspensdes planctonicas de S. mutans UA
159 apds 24 horas de contato com diferentes concentracbes de RB mostraram que a CIM
correspondia a concentracao de 2 uM.
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Para determinar a CBM, realizou-se o plagueamento de uma aliquota (25 pL) da
diluicdo que representa a CIM (2 uM) e duas concentragdes acima (4 UM e 8 uM). A CBM,
por definicdo do NCCLS (2006), é aquela concentracdo que mata 99,99 % do in6culo inicial.
A concentracdo considerada CBM foi a de 4 puM, onde nenhuma UFC/ mL foi observada pelo
método utilizado.

De modo semelhante ao ja descrito para 0 Rosa bengala, foi realizada a determinacéo
da CIM para RB associado a um LED de fonte de luz azul (TFD). Leituras de absorbancias
(492 nm) das suspensdes planctdnicas de S. mutans UA 159 apds 24 horas de contato com
diferentes concentragGes de RB identificaram como a CIM a concentragéo de 1 pM. A CBM,

determinada da mesma forma descrita anteriormente, foi a concentracéo de 2 puM.

6.3 Ensaio de determinacdo da concentracao inibitoria minina e concentracdo bactericida

minima para RBNP

Utilizou-se a concentracéo inicial de 4 uM, seguida de 10 dilui¢bes binarias. Logo, as
concentracdes utilizadas variaram de 2 a 0,0019 uM. O ajuste do indculo inicial para a
concentracéo de 1-2 x 10® UFC/mL foi realizado de forma semelhante ao item anterior. Leituras
de absorbéancias (492 nm) de suspens@es planctonicas de S. mutans UA159 ap6s 24 horas de
contato com diferentes concentragdes de RBNP resultaram em CIM de 0,125 yM. A CBM
correspondeu a concentracdo equivalente a 0,25 uM, determinada de modo semelhante ao ja

descrito incialmente, onde nenhuma UFC/mL foi observada.

Semelhantemente, foi realizada a determinacéo da CIM para o0 RBNP associado a um LED de
fonte de luz azul (TFD). Leituras de absorbancias (492 nm) de suspensdes planctbnicas de S.
mutans UA159 apds 24 horas de contato com diferentes concentragdes de RBNP associado ao
LED evidenciaram que a menor concentragdo com auséncia de turvacdo foi referente a
concentracédo de 0,031 UM e, portanto, esta foi considerada a CIM. A concentracdo considerada
CBM foi a de 0,062 uM, onde néo foi visualizado nenhum crescimento microbiano.

6.4 Ensaio de determinacdo da CIM e CBM para a-ciclodextrina

Para o ensaio de determinagédo da CIM, foi utilizada a concentragéo inicial de 32 pM,
seguida de 10 dilui¢des binarias. Logo, as concentrac6es utilizadas variaram de 16 a 0,015 puM.
O ajuste do indculo inicial para a concentragdo de 1-2 x 108 UFC/mL foi realizado com o auxilio
da escala McFarland e espectofotdmetro. A concentragéo ainda foi aferida pelo plagueamento
do in6culo inicial. Leituras de absorbancias (492 nm) de suspensdes planctdnicas de S. mutans
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UA 159 ap6s 24 horas em contato com alfa-ciclodextrina ndo evidenciou diferencgas expressivas
nos valores dessas absorbancias aferidas nas concentragdes testadas. Portanto, pode-se concluir

que o-CD néo possui atividade antimicrobiana quando utilizada isoladamente.

6.5 Viabilidade bacteriana na TFD em diferentes tempos de irradiacdo, avaliando o
modelo de suspensdo de células planctdnicas em solucéo salina (0,89%) e emTSB.

A terapia fotodindmica mostrou uma reducao significativa na viabilidade bacteriana em
ambos os meios utilizados no modelo de suspensdo de células plancténicas e ambos 0s
fotossensibilizadores (RB e RBNP) em diferentes tempos de irradiacdo (p<0,05). Para o RB,
observou-se que nas concentragdes 1 UM e 2 puM, o tempo de irradiacdo ndo influenciou na
reducdo da viabilidade bacteriana de culturas plancténicas em solugdo salina, apresentando
auséncia de crescimento semelhante a visualizada nos grupos CHX 0,12%. No entanto, para as
concentragcdes 0,031 uM e 0,062 UM, apesar de os tempos de irradiacdo mostrarem mais
eficiéncia utilizando suspensées de S. mutans em solucdo salina, o tempo correspondente a 6,70
J.cm mostrou melhor efeito na concentragdo 0,062 uM, enquanto que a 10,05 J.cm?e 3,35
J.cm ndo houve diferencas estatisticamente significantes entre esses dois grupos (p<0,05). De
modo geral, 0 modelo solucéo salina (0,89%) mostrou uma contagem inferior do nimero de

UFC/mL quando comparado ao seu correspondente no modelo TSB (p<0,05) (Grafico 2).

Grafico 2: Reducéo da viabialidade bacteriana nos diferentes grupos experimentais com RB.
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Viabilidade bacteriana (Log CFU/mL) de suspensdes de S. mutans ap0s exposi¢do aos diversos grupos
experimentais, utilizando o fotossensibilizador Rosa bengala (RB). Os dados representam os valores médios das
triplicatas. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significantes. Letras minUsculas representam
diferencas observadas na comparacdo entre os diversos grupos no caldo de cultura TSB. Letras mailsculas
representam diferencas observadas na comparagéo entre os diversos grupos em solucdo salina (NaCl 0,89%). O
simbolo (*) representa diferenca observada na comparagdo de cada grupo nas duas solucbes (TSB e Salina).

Para o FS rosa bengala nanoparticulado com a-CD, nenhuma diferenga foi encontrada
entre os modelos de suspensdo de células plancténicas em solucédo salina (0,89%) e TSB em
relacdo ao grupo LED e ao grupo controle (p<0,05). Como ja esperado, as concentracdes 1 UM
e 2 UM ndo mostraram crescimento bacteriano na TFD. No entanto, as suspensdes de S. mutans
em TSB, 0,031 uM e 0,062 uM mostraram efeitos equivalentes nas densidades de energia
correspondentes a 6,70 J.cm™, enquanto que a 3,35 J.cm?, 0,031 uM apresentou melhor efeito.
Nas suspensdes de S. mutans em solucdo salina (0,89%), ndo se observou crescimento
bacteriano na TFD em nenhuma das concentracgdes testadas, semelhantemente ao grupo CHX
0,12% (Gréfico 3).

Gréfico 3: Reducdo da viabialidade bacteriana nos diferentes grupos experimentais com RBNP.
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Viabilidade bacteriana (Log CFU/mL) de suspensdes de S. mutans apds exposicdo aos diversos grupos

experimentais, utilizando o fotossensibilizador Rosa bengala nanoparticulado com alfa-ciclodextrina (RBNP). Os

dados representam os valores médios das triplicatas. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente

significantes. Letras mindsculas representam diferencas observadas na comparagdo entre 0s diversos grupos no

caldo de cultura TSB. Letras mailsculas representam diferencas observadas na comparacdo entre os diversos

grupos em solucdo salina (NaCl 0,89%). O simbolo (*) representa diferenca observada na comparagdo de cada
grupo nas duas solucdes (TSB e Salina).

7 DISCUSSAO
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A prevencdo de lesdes de carie dentaria se da tradicionalmente pela remocdo mecéanica
ou controle ndo-especifico da placa dental. O uso de agentes antimicrobianos atua de forma
complementar ao controle mecénico da placa (BAEHNI; TAKEUCHI, 2003). Estratégias que
previnam idealmente o biofilme da placa em formacdo, sem afetar o equilibrio biolégico da
cavidade oral, sitio habitado por mais de 1.000 diferentes espécies de bactérias, contendo 108-
10° bactérias por mL de saliva (VAN DER OUDERAA, 1991), apresentam um papel
interessante no controle da doenca. A clorexidina (digluconato de clorexidina 0,12%), agente
antimicrobiano de escolha para inibicdo da formacdo de biofilmes cariogénicos (AUTIO-

GOLD, 2008) foi utilizada como controle positivo deste estudo.

A terapia fotodinamica (TFD) vem sendo estudada como uma ferramenta valiosa no
controle de bactérias da placa dental (WOOD et al., 2006; VAHABI et al., 2011; TEIXEIRA
et al.,, 2012; MELO et al., 2013; RICATTO et al., 2014). Uma das vantagens da morte
bacteriana pela ativacdo do FS pela luz é que a resisténcia a acdo do oxigénio singleto é
improvavel de acontecer, em comparagcdo com a experiéncia com agentes antimicrobianos
quimicos tradicionais, como os antibi6ticos (MacROBERT et al., 1989).

O uso de nanoparticulas dentro da TFD vem sendo investigado. Nanoparticulas
contendo fotossensibilizadores tém varias vantagens sobre as moléculas de fotossensibilizante
ndo encapsulados em nanoparticulas. Estas vantagens incluem uma maior massa critica (pacote
concentrado de FS) para a producéo de espécies reativas de oxigénio; a limitacdo da capacidade
da célula-alvo para bombear a molécula do farmaco para fora, reduzindo, assim, a posibilidade
de resisténcia a mdaltiplas drogas; a seletividade de tratamento por agentes de liberacdo
localizada, que podem ser obtidos por um direcionamento passivo ou ativo através da superficie
carregada das nanoparticulas, e o fato de a matriz das nanoparticulas ndo ser imunogénica
(KOO et al., 2007). Por exemplo, um complexo biodegradavel e biocompativel (acido lactico-
co-glicolico) (PGLA) e nanoparticulas de ouro, carreadas com azul de metileno (AM) e
expostas a luz vermelha a 665 nm (densidade de energia de 100 mW.cm?) foram testadas contra
culturas planctonicas de E. faecalis em canais radiculares infectados. Houve sinergismo entre a
luz e 0 AM nanoparticulado, diminuindo a carga microbiana cerca de 2—1 logio CFU.mL™* em
comparacéo ao grupo controle (PAGONIS et al., 2010). O efeito do PGLA em nanoformulagéo
com AM na TFD também foi investigado em suspensdes da placa dental oriundas de pacientes

com periodontite crénica, expostas a luz vermelha a 665 nm e densidade de energia de 100
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mW.cm2, no entanto, apesar da redugdo observada com a adigdo da nanoparticula, os resultados
ndo foram estatisticamente significantes (CERAJ et al., 2011).

O presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana da terapia fotodindmica com dois
fotossensibilizadores (RB e RBNP) e uma fonte de luz azul (LED azul) contra suspensdes de
S. mutans. A escolha do LED ao invés do LASER foi devida a sua banda de emissdo mais
ampla, menor tamanho, peso e custo reduzidos do aparelho, maior flexibilidade no tempo de
irradiacdo e também facilidade do manuseio (ZANIN et al., 2005; KONOPKA; GOSLINSKI,
2007). Especificamente os LEDs azuis ja sdo usados no cotidiano da pratica odontolégica, ndo
danificando os tecidos orais (PEREIRA et al., 2013). Na TFD, LEDs tém demonstrado auséncia
de acdo antimicrobiana quando aplicados sozinhos (PELOI et al., 2008; DOVIGO et al., 2011).

RB em uma concentracdo de 2 uM foi testado contra suspensdes de S. mutans, contendo
10° células.mL™? a uma densidade de energia de 95 J.cm?, correspondendo ao tempo de
irradiacdo de 180 s (COSTA et al., 2010). O ajuste do indculo foi feito em tampao salina-fosfato
(PBS). A quantidade do FS e do in6culo colocados na placa de 96 pocos foi a mesma dispensada
neste trabalho, 100 pL para ambos. Os resultados ndo mostraram diferenca entre 0s grupos
onde o FS agiu sozinho, sem a presenca da luz, e o grupo controle. Entretanto, para 0s grupos
irradiados com o LED azul (440 nm- 460 nm), obteve-se uma reducéo de 6.86 logio CFU.mL™!
em relacdo ao grupo controle. A despeito desses dados, deve-se atentar que a inexisténcia de
atividade antimicrobiana do RB na concentracdo de 2 puM ndo condiz com os resultados
encontrados neste trabalho, onde esta concentragdo corresponde ao MBC para uma suspensao
de 10° células.mL™. Adicionalmente, o LED utilizado ndo possui a faixa de comprimento de
onda adequada para que haja a méxima ativacdo do FS. Rolim et al. (2012) demonstraram que
a ativacdo 6tima da luz pelo FS rosa bengala ocorre na regido do espectro de emissdo do
comprimento de onda entre 510- 560 nm com pico maximo de absor¢do em torno 550 nm. O
LED azul utilizado neste trabalho possui comprimento de onda predominante em 520 nm,
favorecendo a ativacdo do RB pela luz irradiada com a consequente producdo das espécies
reativas de oxigénio. Paralelamente a este fato, a distdncia do LED a area irradiada foi de 6 mm,
diferentemente deste trabalho em que a distancia foi de 3 mm. Sabe-se que a dose aumenta a
medida que a area irradiada diminui, e que a distancia da fonte de luz a regido a ser irradiada
entra no caluculo da area. Portanto, quanto menor a distancia da fonte de luz a regido de
interesse a ser irradiada, maior serd a dose e maior serd a penetracdo na célula bacteriana.
Apesar da dose de energia aplicada neste trabalho ser bastante inferior a dose desse autor, a

efetividade do correto comprimento de onda do LED para ativacdo maxima do FS associado a
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uma menor distancia da fonte de luz ao poco irradiado da placa de 96 poc¢os podem explicar 0s
melhores resultados obtidos neste trabalho mesmo para uma suspensdo plancténica de S.
mutans contendo 108 células.mL™.

Segundo Paulino et al (2005), a aplicacdo de RB em concentracGes abaixo de 5,0 uM
no escuro ndo foi toxica para fibroblastos. Logo, as concentragdes utilizadas (0,031 uM, 0,062
UM, 1 UM e 2 uM) ndo exercem citotoxidade as células humanas, podendo ter aplicabilidade
em futuros estudos in vivo. Apesar de o FS rosa bengala ter atividade nas concentracGes de 1
MM e 2 uM na auséncia da luz, esse composto mostrou atividade na TFD em concentragdes
menores, as quais quando agindo sozinho ndo apresenta, podendo portanto ser considerado um
fotossensibilizante, em concordancia com o principio basico da TFD em que a aplicacdo do FS
ou da fonte luz sozinhos ndo pode ter efeito antimicrobiano. No presente estudo foram
investigados trés tempos de irradiacdo (60 s, 120 s e 180s). Para 0 modelo em TSB ndo houve
diferenca na reducdo da viabilidade microbiana quando comparado ao grupo controle nas
menores concentracdes (0,031 uM e 0,062 uM) nos tempos de irradiacdo aplicados. Entretanto
para 0 modelo em solugéo salina 0,89% as reducdes foram de 3,16 logio CFU.mL* e 3,50 logao
CFU.mL™, para as respectivas concentrages acima citadas, em comparag&o ao grupo controle
na densidade de energia maxima (10,05 J.cm2), que corresponde ao tempo de irradiagdo de 180
S.

A atividade antimicrobiana da TFD contra suspens@es de S. mutans utilizando diferentes
FSs, tais como RB, eritrosina, eosina, AM, TBO e verde malaquita, e um fotopolimerizador a
24 J.cm? foi investigada (ROLIM et al., 2012). Todos os corantes foram usados na
concentracdo de 163,5 uM. RB foi citotdxico, agindo sozinho, sem a presenca da luz, de modo
que ndo foi possivel fazer uma comparacdo com os demais FSs utilizados na TFD. Fato
discordante dos resultados deste trabalho, em que RB sozinho ndo exerceu atividade
antimicrobiana, exceto nas concentracdes de CIM e CBM. Provavelmente devido a alta
concentracgéo utilizada mais de 100x a concentracdo da CIM encontrada neste trabalho.

Recentemente, a acdo de RB contra suspensdes de S. mutans na TFD foi comparada a
atividade de outros dois FSs, 0 AM e a curcumina (CUR), associados a uma fonte de luz branca
(570 nm) a 90 mW.cm2 (LOZANO et al., 2015). As concentragdes necessarias de RB para
fotoinativar S. mutans variaram de 0,305-0,61 puM. Enquanto que para o AM foram de 1,23-
2,46 uM e paraa CUR, 78,61-157,22 pM. Os resultados obtidos corroboram com este trabalho
pelo fato de baixas concentracdes de RB serem efetivas na reducéo da viabilidade microbiana

de S. mutans na TFD. Apesar do LED utilizado neste trabalho ter baixa densidade de energia,
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0s resultados aproximados obtidos podem ser explicados pelo correto comprimento de onda da
fonte de luz necessario para fotoativar o FS.

Para o outro fotossensibilizador estudado neste trabalho, RBNP, os resultados obtidos
foram melhores do que os de RB. O modelo de suspensao plancténica em TSB, para 0s grupos
onde foi aplicada a terapia fotodinadmica, mostrou crescimento microbiano apenas para as
menores concentracdes (0,031 uM e 0,062 uM), nas demais concentragdes, a auséncia de
crescimento foi semelhante a observada no grupo CHX. Contudo, a reducdo foi entre 2,39-5,97
logio CFU.mL? em relagdo aos grupo controle. Nos grupos com atuagio apenas do FS ndo
houve diferenca estatistica em comparacdo ao grupo controle, exceto na concentracdo 2 UM
para 0 modelo de suspensdo em TSB. Esse fato pode ser devido a inexténcia de uma
quantifica¢do exata do encapsulamento de RB pela a-CD, pois sabe-se apenas que interagiram,
mas ndo se conhcece se a forma de interacdo foi maxima e se foi homogénea para todas as
particulas do p6 do FS rosa bengala que passaram pelo Spray-Dryer. J& 0 modelo em solucéo
salina ndo mostrou nenhum crescimento microbiano em todas as concentracdes estudadas nas
trés densidades de energia utilizadas, resultando em uma reducdo de 6,49 logio CFU.mL™* em
comparagdo ao grupo controle. Mesmo sem os dados absolutos da eficiéncia do
encapsulamento, a TFD foi bastante satisfatoria ainda que aplicada em concentracGes
baixissimas, onde a cor do FS na solugdo é praticamente imperceptivel, comprovando que a
adicdo da a-ciclodextrina ao RB favoreceu o seu potencial antimicrobiano na TFD em ambos
0s modelos de suspensdo planctonicas. O efeito da complexacdo de ciclodextrina sobre a
fotorreactividade dos fotossensibilizadores do grupo xanteno tem sido objeto de estudo
(FLAMIGNI, 1994). A complexacéo feita pela ciclodextrinas geralmente produz modificagoes
nas propriedades fisico-quimicas das moléculas fotossensibilizantes, particularmente na sua
fotorreatividade (NOWAKOWSKA, 2001). O cromoforo do corante ou fotossensibilizador
incluido na cavidade da ciclodextrina encontra um ambiente relativamente hidrofobico e,
muitas vezes, tem a possibilidade de formar ligacGes de hidrogénio com a ciclodextrina
(REKHARSKY, 1998). Além disso, a presenca das ciclodextrinas em solucdo pode ser util na
prevencdo da auto-agregacao do corante e sua foto-oxidacgdo, consequentemente, sendo capazes
de evitar uma diminuicdo da eficiéncia corante por meio de interacdes hidrofdbicas
(ZARZYCKY, 1998). Até o presente momento, apds uma ampla pesquisa, ndo foi encontrado
trabalhos que abordassem a associagdo entre RB ¢ a-CD na TFD frente a micro-organismos

cariogénicos, o que inviabilizou uma comparagdo com os resultados obtidos neste trabalho.
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De modo geral, o modelo de suspensdo planctonica em solucdo salina mostrou,
aparentemente, melhor resultado na terapia fotodindmica quando comparado com TSB. No
entanto, ndo se pode afirmar claramente que esse modelo foi eficiente em manter a viabilidade
bacteriana, pois a escassez de nutrientes da solucéo salina pode ter levado a uma morte celular
precoce. N&o foi encontrado na literatura trabalhos que discutissem diferengas entre modelos
de suspensdo plancténica na TFD. Este estudo buscou sanar um questionamento acerca da
interacdo da fonte de luz com a cor do meio de cultura utilizado, testando esses dois modelos
de suspensdo planctdnica (TSB e solu¢do salina), partindo-se da hipétese de que a cor do caldo
de cultura resultasse em alguma mudanca na passagem da luz e consequente ativacdo do FS
dentro da solucdo. Fato que poderia explicar o melhor desempenho do modelo de suspensédo
planctonica em solucdo salina para ambos os fotossensibilizadores utilizados, caso ndo tivesse
sido observada a reducdo da viabilidade microbiana em todos os grupos estudados neste
modelo.

O modelo de suspensdo em TSB parece ser 0 mais indicado devido a auséncia de
divergéncia entre os resultados encontrados. Adicionalmente, sua execu¢do diminui uma etapa
do procedimento, pois o ajuste da cepa ja é realizado neste meio de cultura.

Contudo, mais estudos sdo necessarios a fim de investigar possiveis formas de ganho ou
perda (interferéncia) na passagem da luz pelo meio de cultura com o objetivo de otimizar essa

interacdo e seus efeitos.

CONCLUSAO

O modelo de células planctdnicas com salina parece apresentar menores contagens
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microbianas quando comparado ao modelo com TSB. No entanto, 0 TSB parece néo intereferir
na acdo da terapia fotodinamica, ja que 0s grupos com esta terapia ndo apresentaram resultados

divergentes quando aplicados nos dois modelos.

A terapia fotodindmica realizada com RB ou RBNP foi efetiva da reducgdo de carga
microbiana em suspensbes de S. mutans. A adicdo da nanoparticula favoreceu o efeito
antimicrobiano do RB, contudo, mais estudos sdo necessarios a fim de investigar os efeitos da

terapia em biofilmes cariogénicos formados in vitro e in situ.
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