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RESUMO

A proposta deste trabalho foi de aplicar a Terapia Fotodinamica
(TFD) para avaliar a inativacdo da bactéria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), um patdégeno que
estd associado a endocardite bacteriana, abscessos cerebrais e
subcutaneos e principalmente a doenca periodontal, que é caracterizada
pela inflamacao dos tecidos de suporte dos dentes, e consequentemente a
perda de dentes.

O surgimento de resisténcia bacteriana a diversas classes de
antibidticos vem sendo um problema sério que surge como efeito do uso
indiscriminado destes farmacos e até mesmo por fatores adaptativos dos
microrganismos. Devido a este fator, varias investigacdes vém surgindo
com referéncias satisfatérias no que diz respeito ao emprego da TFD como

medida terapéutica.

O efeito da TFD foi verificado sobre a cultura da bactéria A.

actinomycetemcomitans em meio plancténico e em biofilme.

Foi utilizado como agentes fotossensibilizadores Rose bengal, Azul
de metileno e Eritrosina, que em baixas concentragcdes nao causam
toxicidade para células de fibroblastos e células humanas. Como fonte de
luz foi utilizado o fotopolimerizador de resina odontoldgica, que é de facil
acesso, baixo custo e apresenta uma faixa de emissao de luz de 300 a

800 nm.



Rose Bengal até 1 pM ndo afetou as células de fibroblastos, mas
essa mesma concentracao sem usar a TFD reduziu a viabilidade de A.
actinomycetemcomitans em 41,2%, porém as células de A.
actinomycetemcomitans quando cultivadas em biofime nao foram
afetadas quando se usou apenas o corante (0,5 e 1,0 uM) ou apenas a
luz. Quando se aplicou a TFD Rose Bengal foi o segundo corante (entre os
trés estudados), que causou uma maior reducdo da viabilidade celular de
A. actinomycetemcomitans cultivadas em meio planctonico 54,4% e o
terceiro em reduzir a viabilidade quando cultivadas em biofilme com 45%
de redugao.

Azul de Metileno nas concentragoes de 0,5 e 1,0 uM reduziu a
viabilidade de A. actinomycetemcomitans em meio planctonico 16 e 24%
respectivamente, ja sobre o biofilme essa concentracdo de corante ndo
promoveu reducao da viabilidade bacteriana. Com a TFD observou-se uma
reducao de 50% da viabilidade das células de A. actinomycetemcomitans
em meio planctonico e 53,3% em biofilme.

Dos trés corantes utilizados Eritrosina foi o corante que per se
apresentou menor reducao da viabilidade 5 e 14%, indicando ter baixa
toxicidade, no escuro, e nao afetou as células do biofilme de A.
actinomycetemcomitan. Porém com a TFD, esse corante promoveu uma
maior reducdao da Vviabilidade das células bacterianas de A.
actinomycetemcomitans cultivadas em meio plancténico e em biofilme

75% e 67,2% respectivamente. Desta forma, a Eritrosina foi o corante



mais eficiente em diminuir a viabilidade de A. actinomycetemcomitans nas
condigoes estudadas.

Esses resultados indicam que a TFD reduz as células viaveis de A.
actinomycetemcomitans cultivadas em meio planctonico e em biofilme,
indicando que essa terapia podera ser uma opcdo efetiva para o
tratamento clinico da doenca periodontal, com a vantagem de nao
apresentar efeitos colaterais como a terapia medicamentosa, nem
desenvolver a resisténcia bacteriana que vem sendo um grande problema

do tratamento com antibiodticos.

Palavra chave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Terapia

Fotodindmica, Fotopolimerizador de Resina odontoldgica, Biofilme.



ABSTRACT

The objective of this work was to apply the photodynamic therapy
(TFD) to evaluate the inactivation of the Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) bacteria, a
pathogen that is associated to bacterial endocarditis, subcutaneous and
cerebral abscesses and mainly to periodontal disease, which is
characterized by inflammation of teeth support tissue and as a
consequence, teeth loss.

The occurrence of bacterial resistance to many classes of antibiotics
has been a serious problem that results from the indiscriminate use of
these drugs and also by the adaptation factors of these microorganisms.
Due to this, many investigations are being done with satisfactory

references regarding the use of TFD as therapeutic step.

The TFD effect on A. actinomycetemcomitans bacteria culture in

planktonic medium and biofilm was verified.

Rose Bengal, methylene Blue and Erythrosyn were used as
photosensitizing agents which, in low concentrations are not toxic to

fibroblast cells and human cells.

The odontological resin photopolymerizer was used as a light source since
it is easy accessible, low cost and has a light emission range between 300

and 800nm.

Rose Bengal up to 1 uM did not affect the fibroblast cells, but this

same concentration without the use of TFD has reduced viability of A.



actinomycetemcomitans in 41.2%, but the cells when cultivated in biofilm
were not affected when only dye (0.5 and 1.0 uM) or only light were used.

When TFD was applied, Rose Bengal was the second dye (among the
three studied) to cause the highest reduction of cell viability of A.
actinomycetemcomitans cultivated in 54.4% planktonic medium and the
third in reducing the viability when cultivated in biofilm, with 45%
reduction.

Methylene Blue in 0.5 and 1.0 puM concentrations has reduced the
viability of A. actinomycetemcomitans in planktonic medium in 16% and
24%, respectively. In biofilm, this dye concentration has not fostered
bacterial reduction. With  TFD, a 50% reduction of A.
actinomycetemcomitans cells in planktonic medium and a 53.3% in biofilm
was observed.

Among the three dyes used, Erythrosyn was the one that , per se,
has shown the lowest viability reduction of all, 5% and 14%, indicating its
low toxicity in the dark, and it did not affect the biofilm cells.

Nevertheless, with TFD, this dye has fostered a higher viability
reduction of A. actinomycetemcomitans bacterial cells cultured in
planktonic medium and in biofilm of 75% and 67.2%, respectively.
Therefore, Erythrosyn was the dye that, per se, has been the most
efficient in reducing A. actinomycetemcomitans viability in the conditions
studied.

These results indicate that TFD reduces A. actinomycetemcomitans

viable cells cultivated in planktonic medium and biofilm, indicating that

Vi



this therapy could be an effective option for the treatment of periodontal
disease, with the advantage that it does not show collateral effects like
the drug therapy and without developing bacterial resistance, as this has

been a major issue with antibiotics treatment.

Key words: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Photodynamic

therapy, Odontological resin photopolymerizer, biofilm.

vii



Introducéo

1.INTRODUCAO
1.1 A doenca periodontal e sua etiologia

A doenca periodontal é causada por microrganismos, geralmente
bactérias anaerdbias obrigatérias Gram negativa, que colonizam a
superficie dental acima ou abaixo da margem gengival (Socransky e
Haffajee, 2002). E a maior causa de perda de dentes em adultos, devido
o desenvolvimento de inflamagao crbénica e destruicdo do tecido pelas
enzimas, endotoxinas e outros fatores citotéxicos, liberados por essas
bactérias anaerdbias (Azarpazhooh et al., 2009).

Apresenta-se como infecgao resultante da formagao de biofilme no
qual a maioria dos agentes etioldgicos sdo membros da microbiota
enddgena. Sua evolucdo depende da interacao de fatores microbianos
com os fatores de defesa do hospedeiro, onde, existem bactérias mais
patogénicas e individuos mais susceptiveis, o que vai gerar os diversos
quadros de severidade da doenca. Sua progressao esta relacionada a
fatores de risco como diabetes melito e tabagismo (Haake et al., 2004).

A doencga periodontal afeta os tecidos de suporte dos dentes
levando a perda dssea e do ligamento periodontal, além de colocar em
risco a funcdao do elemento dental. Esta infeccao representa também forte
risco sistémico, pois a liberacdo de mediadores inflamatorios na corrente
sanguinea pode desencadear uma série de respostas pelo organismo
(Grossi e Genco, 1998).

A associacdo de espécies bacterianas mais especificas com a doenga

surgiu no inicio dos anos 1960, quando o exame microscopico da placa
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dental revelou que diferentes morfotipos bacterianos eram encontrados
na microbiota bucal de pacientes saudaveis e em sitios com a doenca
periodontal. Entdo, nas décadas de 1960 e 1970, o aprimoramento
técnico dos procedimentos usados para isolar, cultivar e identificar
microrganismos periodontais resultou no refinamento da taxionomia
bacteriana e no esclarecimento de que grupos especificos de
microrganismos estao presentes em doencas do periodonto (Haake et al.,
2004).

O diagndstico microbioldgico em Periodontia estd baseado na
etiologia bacteriana das doencas periodontais as quais sao essencialmente
doencas infecciosas. A presenca de determinadas espécies bacterianas,
dentre centenas presentes no ambiente subgengival, parece estar
relacionada a condicdes de doenca periodontal destrutiva. Espécies como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Bacterioides forsythus, Campylobacter rectus,
Peptostreptococcus  micros,  Eikenella  corrodens,  Fusobacterium
nucleatum, Eubacterium sp., Streptococcus intermedius, e Treponema sp.
tém sido associadas a doencas periodontais (Galvao et al., 2001). A
deteccao destas espécies seria de interesse na prevencao e tratamento de
alguns tipos de doencas periodontais destrutivas (Lotufo e Pannuti,
2001).

Os microrganismos anaerodbios encontrados com maior freqliiéncia
em bolsas periodontais sao os Fusobacterium species, contribuindo no

total da contagem cultivdvel com 5 a 20%. Esses microrganismos
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também podem ser detectados na auséncia de doenga periodontal, mas
normalmente em pouca quantidade. Fusobacterium species sao
associadas com peri-implante e com muitas infecgcdes mistas.
Porphyromonas gingivalis € um anaerdbio de pigmentacdo negra, produz
varias enzimas toxicas em particular colagenases e proteases,
endotoxinas e outros agentes téxicos. P. gingivalis é considerado o mais
virulento patdgeno entre os anaerdbios pigmentados e encontrado
principalmente nas formas destrutivas da doenca periodontal (Galvao et
al., 2001). Prevotella intermédia é outro anaerdbio pigmentado que tem
recebido consideravel interesse. Amostras positivas para P. gingivalis sao
comumente positivas também para P. intermédia. Esse organismo
representa um oportunista tipico, que pode ser encontrado em baixas
guantidades em individuos saudaveis.

A. actinomycetemcomitans tem sido encontrada em casos de
endocardites bacterianas, mas também em infarto agudo do miocardio,
abscessos cerebrais e subcutaneos e rompimento de trombos vasculares
(Beck et al., 1996; Perez et al., 2006).

As propriedades desses microrganismos, que os permitem atuarem
como patdégenos no meio ambiente periodontal, estdo atualmente sob
investigacdo e prometem fornecer muitas informagdes sobre os
mecanismos basicos do processo da doenca. Avancos tecnoldgicos na
microbiologia molecular melhoraram a habilidade de detectar bactérias
especificas e seus produtos, os quais podem servir de marcadores da

doenca em atividade ou para previsao de futura doenca. Algumas dessas
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tecnologias resultaram em produtos comerciais que estdao correntemente
disponiveis para uso na terapia clinica (Haake et al., 2004).

Além disso, ndo existe ainda um protocolo plenamente estabelecido
de terapia para processos de doenca periodontal agressiva, que consiga
com boa previsibilidade barrar consistentemente o avanco da doenca e
manter esses pacientes em uma situacao de estabilidade. Os esforgcos de
terapia mecénica em geral sao combinados ao uso de antibioticoterapia
sistémica, no sentido de tentar estacionar o curso da doenca. Entretanto,
a abordagem mais apropriada parece ser o uso de agentes
antimicrobianos locais, aplicados no interior da bolsa periodontal,
combinados a terapia mecanica de remocao da placa bacteriana e do
calculo ou placa calcificada (Slots e Ting, 2000; Bonito et al., 2005).

Embora a literatura relate uma série de substancias antimicrobianas
para uso local, na forma de géis, pastilhas biodegradaveis, liquidos
irrigadores, dentre outros, atualmente, no mercado nacional, nao existem
produtos que atuem com esta finalidade eficientemente. Desse modo, ha
uma importante deficiéncia no arsenal terapéutico a disposicdo dos
periodontistas, e seria interessante a investigacao do potencial
antimicrobiano de novas substancias que pudessem ser utilizadas com
funcdao coadjuvante a terapia periodontal (Bonito et al., 2005; Oliveira et

al., 2007).
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1.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) é o novo nome da linhagem bacteriana

anteriormente conhecida como Actinobacillus actinomycetemcomitans.

Figura 1. Micrografia eletronica de varredura da bactéria gram-negativa A.

actinomycetencomitans (21.000x) (www.saishika.jp/biofilm/aa.html).

A. actinomycetencomitans é uma espécie bacteriana encontrada na
cavidade oral, apresenta uma morfologia de coco bacilos pequenos e
curtos (0.4 a 1.0 pym). Sdo Gram negativo (Figura 2), anaerdbios

facultativos sem mobilidade, e nao formam esporos.
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Figura 2. Parede celular gram-negativa (retirado de Madigan et al., 2004).

Sdo sacarolitico e desenvolvem um papel importante nos quadros de
periodontites agressiva e cronica, em adolecentes e adultos. Este quadro
patolégico apresenta grandes dificuldades de resolucbes terapéuticas
devido a capacidade deste microrganismo de colonizar tanto a parede
mole quanto a parede dura da bolsa periodontal, necessitando
frequentemente do uso de antibidticos sistémicos para solucdo dos casos
(Nishihara e Koseki, 2004; Prates et al., 2007; Gallant et al., 2008).

Se A. actinomycetemcomitans conseguir transpassar a cavidade oral
entrando no sistema circulatério pode causar infeccdes fora da cavidade
oral, como endocardite e abscessos em varias partes do corpo. Portanto,
sua presenca na cavidade oral também pode indicar um aumento do risco

de desenvolvimento de doengas cardiacas. A. actinomycetemcomitans é
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membro de um grupo de patdgenos clinicamente relevantes que causam
infecgdes endocardiais denominado HACEK que consiste em Haemophilus
species, A. actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella
corrodens e Kingella species (Tang et al., 2008; Gallant et al., 2008; Fine
et al., 2007).

A. actinomycetemcomitans foi primeiramente identificada como um
possivel patdgeno periodontal em 1975 em um estudo de periodontite
juvenil localizada, agora classificada como periodontite agressiva
localizada (LAP). Outros estudos mostraram que A.
actinomycetemcomitans esta associada com a doenga periodontal em
adolescentes (Fine et al., 2007).

Pacientes com periodontite juvenil localizada apresentam uma
guantidade elevada de anticorpos no soro contra essa bactéria. Além
disso, esta bactéria possui um grande numero de fatores de viruléncia,
com varias atividades que permitem colonizar a cavidade oral, invadir o
tecido periodontal, invadir o mecanismo de defesa do hospedeiro, inibindo
e matando os leucocitos polimorfonucleares, matando mondcitos,
produzindo fatores imunossupressores, secretando proteinas capazes de
clivar IgG e produzir proteinas que se ligam com a fracao Fc, além de
iniciar o processo de destruicao do tecido e interferir no reparo do tecido.
Possuem proteinas na superficie de sua membrana, microvesiculas e
fimbrias que |he permitem aderir no tecido epitelial e na superficie do
dente. Os componentes da superficie da membrana desta bactéria sao

potentes estimuladores da reabsorcdo dssea e podem induzir a liberacdo
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de citocinas que podem iniciar a destruicao do tecido, e ainda produz
varias substancias potencialmente téxicas, incluindo a leucotoxina, que é
um potente fator de viruléncia codificado por quatro genes que causa
citotoxicidade em neutrdéfilos e macrofagos além de poder causar doenca
em animais e em sitios extra-orais (Cortelli et al., 2009; Wilson e

Henderson 1995; Galvao et al.,2001).

1.3 Terapia fotodinamica (TFD)

A luz tem sido utilizada no tratamento de doencas desde a
antiguidade. Muitas civilizagbes antigas utilizaram a fototerapia, mas
apenas neste ultimo século ela foi utilizada como terapia reparadora.
Segundo os descobrimentos cientificos dos pioneiros Finsen, Raab e Von
Tappeiner, a combinacao de luz e a administragao de uma droga levam a
uma fotoquimioterapia agindo como uma ferramenta terapéutica (Ackroyd
et al., 2001).

Nos ultimos anos tem sido investigada a potencialidade do uso de
corantes fotossensibilizaveis como agentes no tratamento
fotoquimioterapico de tecidos tumorais, definindo-se uma linha de acao
nesta area denominada terapia fotodinamica. A TFD é uma modalidade
terapéutica que emprega a combinacdo de luz visivel, uma droga
(chamada de agente fotossensivel) e oxigénio. Este agente fotossensivel
pode ser uma molécula presente normalmente nas células e tecidos, mas
no caso especifico da TFD ela é administrada, sendo esse o primeiro

passo do tratamento. No segundo passo o tecido alvo é exposto a um
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comprimento de onda especifico para a absorcao pelo agente
fotossensivel. O agente ou a luz sozinhos nao apresenta citotoxicidade,
pelo menos nas doses de droga fototerapeuticamente ativas. Entretanto,
a combinacao dos dois agentes em presenca de oxigénio leva a morte das
células tumorais (Gomer et al., 1989; Henderson e Dougherty, 1992;
Meisel e Kocher 2005; Wood et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Plaetzer et
al., 2009).

Agentes fotossensiveis sdo compostos capazes de absorver luz de
um comprimento de onda especifico e transforma-la em “energia
proveitosa”. No caso da TFD, esta energia estara envolvida na producdo
de agentes citotéxicos. Um fotosensibilizador para TFD deve apresentar
algumas caracteristicas importantes; Ter sua composicao quimica pura e
conhecida. Ter uma toxicidade minima no escuro, e somente ser
citotoxico em presenca de luz. Ser rapidamente excretado pelo corpo,
para ndo desenvolver toxicidade sistémica. Ter uma alta reatividade
fotoquimica, com altas producdes do estado triplete com longo tempo de
vida, e ser habil para produzir oxigénio singlete e outras espécies reativas
de oxigénio. Ser ativado dentro do comprimento de onda 600-850 nm. E
uma caracteristica chave de um agente citotéxico é a sua capacidade de
se associar preferencialmente em tecidos ou células doentes, e gerar
agentes citotéxicos que irdao induzir a producao do dano bioldgico
desejado (Sharman et al., 1999, Plaetzer et al., 2009).

Em estudos citoldgicos com diferentes agentes fotossensiveis, tem

sido constantemente notado que, por razdoes ainda desconhecidas,
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diferentes tecidos ou culturas de células (tumorais ou ndo) respondem de
maneira distinta aos diferentes sensibilizadores (Schick et al., 1995).

A TFD pode também afetar de maneira distinta as diferentes
organelas celulares (Sporn e Foster, 1992). Estudos do uso de corantes
como agentes fotossensiveis tem demonstrado que dentre os principais
centros de ataque, por parte das espécies geradas no processo de TFD,
destacam-se a membrana plasmatica, membrana de organelas como
mitocondrias, lisossomos, envelope nuclear, ou mesmo DNA e RNA, que
sao estruturas responsaveis pela transmissdao do codigo genético
(Henderson e Dougherty, 1992).

As membranas bioldgicas, na sua maioria, apresentam uma
diferenca de potencial elétrico, entre as fases aquosas separadas por
fosfolipidios, resultantes de uma distribuicdo desigual de ions presentes
no meio celular. A importancia desta atividade elétrica em membranas
celulares tem sido reconhecida por fisiologistas ha varios anos. Este
potencial elétrico existente em membranas celulares esta envolvido em
varias funcgdes celulares como: transporte de solutos (Wilson et al.,
1978); regulacdo do volume celular (Jakobsson, 1980); transferéncia de
informagdes em tecidos nervosos (Cohen et al., 1974) bem como
inUmeras outras funcdoes. Métodos espectrofotométricos podem ser
utilizados para realizar medidas e monitoramento de potenciais elétricos
em membranas celulares, organelas celulares ou suspensodes de vesiculas
sintéticas (Cohen et al., 1974; Ross et al., 1977; Waggoner, 1979), bem

como para quantificar o agente fotossensivel associado a diferentes
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compartimentos celulares que durante a TFD, pode vir a produzir algumas
espécies reativas que danifiquem estas estruturas e organelas (Merchat et

al., 1996).

Foi determinado bioquimicamente que algumas enzimas podem ser
inativadas de maneira dose-dependente e luz-dependente de forma
temporaria ou definitiva pela TFD, utilizando como agente fotossensivel o
Photofrin, que é um derivado porfirinico de 1@ geracdo (Murant et al.,
1987).

O estudo da inativacao de outras enzimas pela TFD, associada a
outros métodos terapéuticos como a hipertermia, mostra uma situagao
bastante curiosa, onde certas enzimas sao mais facilmente desnaturadas
ap6s TFD (como a gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase, uma enzima
chave da via glicolitica), outras sdo insensiveis (como a amilase) e outras
ainda sao protegidas da desnaturacao pela hipertermia pés TFD como a
mioglobina (Prinsze et al., 1991).

Embora a principal aplicacdo da TFD seja o tratamento de tumores,
esta modalidade terapéutica tem sido utilizada no tratamento de psoriase,
inativacdo de bactérias, fungos e virus (incluindo HIV). Porfirinas e
derivados de hematoporfirinas foram testados em sua capacidade de
fotoinativar uma variedade de microrganismos, tais como bactéria
(Venezio et al., 1985), leveduras (Bertoloni et al., 1984) e virus (Skiles et
al., 1985), inclusive o HIV (Matthews et al., 1988).

Num estudo sistematico sobre os efeitos da TFD em

microrganismos, Shawar e Cooper (1990) relataram a importancia da
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concentracdo da droga, sua absorcdo e sua relagdgo com a
fotossensibilidade de Bacillus subtilis e Streptococcus faecalis,
empregando um derivado de hematoporfirina como agente fotossensivel e
irradiando as células com luz visivel no espectro do vermelho (A=630
nm). Os estudos cinéticos conduzidos por esses autores mostram que a
guantidade de droga ligada as células é maior com o aumento da
concentracdo da droga na mistura de incubacdo, até a saturacao dos
sitios de ligagao, os quais, até o momento, nao foram identificados.
Estudos especificos indicam que certas bactérias orais incluindo
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, entre outras, podem ser
inativadas apés TFD com Azul de Toluidina e Azul de Metileno (Wilson et
al.,1993) ou Aluminio Ftalocianina dissulfonada (Burns et al., 1995).
Soukos et al. (1996) mostraram que o Azul de Toluidina é citotoxico
para S. sobrinus em concentracdes ao redor de 5,0 png/mL apds irradiacao
com luz laser de baixa energia (7,3 mW em laser de Hélio-Nebnio),
enquanto que o tratamento similar nao afetou a viabilidade de
gueratindcitos orais, sugerindo que o sistema de TFD pode ser empregado
eficazmente no combate a bactérias causadoras de doencas periodontais.
Nesse sentido, Wood et al. (1999) elaboraram um estudo in vitro para
testar a TFD ndao em uma bactéria isolada, mas no ecossistema
representado pelo biofilme dental, empregando para isso um sistema
removivel implantado no dente de voluntdrios que permita o
estabelecimento de um biofilme. Apds um tempo determinado, esse

sistema era removido e submetido a TFD com ftalocianina. Os resultados
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mostrados por esses autores incluem a ocorréncia de danos na membrana
das bactérias e vacuolacdao do citoplasma, indicando que a TFD causou
sérios danos para a estrutura bacteriana, sendo um potencial agente no
combate a esses microrganismos.

Paulino et al. (2005a; 2005b) verificaram o efeito da terapia

fotodinamica em Streptococcus mutans, utilizando o fotosensibilizador
Rosa Bengal e como fonte de luz um fotopolimerizador de resina
odontoldgica. Uma suspensdo bacteriana de S. mutans foi tratada com
diferentes concentracdes de Rosa Bengal (0-10 pM) irradiado com uma
luz de 400-600 nm, por vinte segundos. Observaram que a luz por si so
nao é téxica e na fase escura Rosa Bengal é toxico somente quando as
células sdo tratadas com uma concentracdo acima de 5,0 uM. Sob a
exposicao da luz, a concentracao de Rosa Bengal de 0,5 uM, inativou
todas as bactérias.
O uso de corantes derivados de porfirinas (Shawar e Cooper, 1990;
Meulen et al., 1997; Rovaldi et al., 2000) e ftalocianinas (Wood et al.,
1999) tem sido comprovadamente eficientes no controle de
microrganismos Gram positivos, dentre os quais estd incluso o
Streptococcus mutans.

O desenvolvimento da TFD voltado para a inativacdo de bactérias
tem sido motivado pela observacdo do surgimento, nos ultimos anos, de
linhagens de bactérias altamente resistentes a antibidticos. Diversas
investigagdes tém estabelecido que bactérias Gram positivas sdao sensiveis

a acao de fotossensibilizante de uma ampla variedade de porfirinas e
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ftalocianinas. Por outro lado, bactérias Gram negativas possuem uma
consideravel resisténcia a fotossensibilizacdo, a ndao ser que seja
aumentada a permeabilidade de sua membrana externa pelo tratamento
anterior com agentes quimicos ou bioldgicos tais como CaCl, ou Tris-EDTA
por exemplo. A razao para a resisténcia de bactérias Gram negativas a
fotossensibilizacdo nao é clara, mas pode estar relacionada com a carga
do agente fotossensivel. A maioria das drogas usadas na TFD, que sao
ineficientes contra estas bactérias, s3ao neutras ou negativamente
carregadas. Entretanto, estudos demonstraram que porfirinas e
ftalocianinas positivamente carregadas induzem a fotossensitizagao
eficiente tanto de bactérias Gram positivas quanto Gram negativas

(Venezio et al., 1985; Shawar e Cooper, 1990).

1.4 Mecanismos fotofisicos e fotoquimicos em TFD

Os efeitos da TFD sdo conseguidos através de uma série de eventos
fotofisicos oriundos da excitacdo do agente fotossensivel pela luz, que
levam a producdo de espécies reativas de oxigénio (basicamente oxigénio
singleto e radicais livres de oxigénio), que iniciam uma série de eventos
citotéxicos, os quais induzem danos a todos os componentes celulares
com a consequente morte da célula (Cohen et al., 1974; Ross et al.,
1977; Brasseur et al., 1988; Penning e Dubbelman, 1994; Meisel e
Kocher 2005; Wood et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Plaetzer et al.,
2009).

No diagrama de Jablonski apresentado no Esquema 1.1, estao
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representados os processos fotofisicos e fotogquimicos que um agente

fotossensivel pode sofrer apds a absorcao de radiacao.

Sn——
R* X* R+*’ )\' 1 q) iC \‘T\\r\l\ .
e )\' . * R*!X* !R+*
S 3 £ ®Dic
1 % Fotossensibilizagao
@ isc™ T 1\ Celular

hv k — 02

SO EROs

hv - absorcao de luz

So - estado singleto fundamental k. - fosforescéncia
P

Sn - estado excitado singleto superior ic - convers3o interna

Tn - estado excitado tripleto superior isc - cruzamento intersistema

ke - fluorescencia R-produto de uma reagao fotoquimica

Esquema 1.1: Digrama de Jablonski para um sistema fotoluminescente.

Apds a absorcdo de um foton de luz, o agente fotossensivel passa a
popular um estado excitado singleto mais energético (S,), de onde pode
retornar para o seu estado fundamental pelo processo de relaxacao fisica
conhecido como conversao interna ou através do processo radioativo de
emissdao de fluorescéncia. As propriedades fluorescentes dos agentes
fotossensiveis tém sido Uteis para a visualizagao, localizagao e delineacao
da lesdao maligna. Contudo, a acdo fotodinamica é dependente do

processo de cruzamento intersistemas, caracterizado pela inversao do
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spin eletronico. Através deste processo a molécula do agente
fotossensivel passa a popular os estados excitados tripletos (Ty).

A partir do estado tripleto, a droga fotossensibilizadora pode
retornar para o estado fundamental pelo processo de conversao interna
ou pelo processo de emissao de fosforescéncia (Lakowicz e Keating,
1984).

De maior importancia que os processos fotofisicos, entretanto, sao
as reacoes que a droga fotossensibilizadora pode sofrer neste estado
excitado. A maioria dos dados disponiveis sobre a TFD sugerem um
mecanismo comum de acdo, onde o agente fotossensivel tripleto na
presenca do oxigénio molecular presente no meio induz a produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) ('O, "0, "OH , H»0,) que atacam
centros especificos dentro dos sistemas celulares, levando a morte celular
(Sharman et al., 1999; Kessel e Luo 1999; Meisel e Kocher 2005; Plaetzer
et al., 2009). Os mecanismos de producdo destas espécies reativas sao

descritos a seguir.

O mecanismo do Tipo I (Foote, 1991; Sharman et al., 1999;
Plaetzer et al., 2009) envolve a abstracdo de um atomo de hidrogénio
ou reacoOes de transferéncia de elétrons entre o agente fotossensivel no
estado excitado tripleto e diferentes macromoléculas bioldgicas (Sub),
levando a producao de radicais livres e ions radicais. A espécie reduzida
do agente fotossensivel pode transferir um elétron ao oxigénio

molecular presente no meio formando espécies reativas de oxigénio
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como peroxidos, anion superoxido, etc. Este tipo de mecanismo de

fotossensibilizacao, esquematizado abaixo:

°F — 'F —» 3F

3F + Sub — Sub™ + F* (Transferéncia de elétron) (1.1)
FF"+ °0,—-> F+0,° (1.2)
Substrato - semioxidado, Sensibilizador semi-reduzido

Ou

'F— 'F — °F

3F + SubH - FH® + SubH* (Abstracdo de préton) (1.1)

FH" + *0, > F + HO,™ (&cido conjugado) (1.2)

Outro caminho possivel para a droga em seu estado excitado tripleto € o
de transferéncia de energia para o oxigénio molecular com formacao de
oxigénio singleto. (!0,), generalizando assim a producdo dos EROs. Esta
espécie ativa de oxigénio reage rapida e indiscriminadamente com os
mais variados materiais bioldgicos como lipidios insaturados,
aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos (Esquema 1.2), sendo apontado
como o principal responsavel pela inativacao da célula tumoral. Este tipo

de reacao de fotossensibilizacdo é conhecido como do Tipo II (Foote,

1991).
3F+30,—> °F + 10, (Transferéncia de energia) (1.3)
!0, + Sub —» Sub - OOH (Perdxidos, etc.) (1.4)

Em solucdo homogénea, a probabilidade e a eficiéncia do processo de
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fotossensibilizacdo dependem de varios pardmetros fotofisicos, tais como
o rendimento quantico de producdo do estado excitado tripleto e sua
velocidade de decaimento para o estado fundamental. Contudo, em meio
micro-heterogéneo tais como células e tecidos, os parametros estruturais
e funcionais também estdo envolvidos na determinacdo da eficiéncia do
processo de fotossensibilizacdo. Estes parametros regulam a
incorporacao, localizacdao e a ligacdo/interacdao das moléculas do agente
fotossensivel com as moléculas alvo.

O primeiro passo no processo de fotossensibilizacdo de uma célula é
a ligacdo do agente fotossensivel as membranas plasmaticas ou sua
permeacao através das mesmas para o citossol. Em principio, a
permeacao pode ocorrer por difusdao, por um sistema de transporte ativo

ou por endocitose.

1.5 Periodontia e Terapia Fotodinamica

A proposta terapéutica para o tratamento da doenca periodontal
consiste em trés passos estratégicos: (1) controle da placa subgengival
por raspagem e aplainamento radicular (2) administracdao de antibidticos
sistémicos e (3) procedimento cirurgico (Cortelli et al., 2009).

A terapia que consiste apenas na descontaminacdo por meio do uso
de antibidticos pode ndo ser suficiente para tratar a doencga periodontal,
alem de apresentar uma preocupacgao adicional com os efeitos colaterais
como desordens gastrointestinais entre outras e a emergente resisténcia

a antibioticos desenvolvida pela comunidade microbiana. Uma alternativa
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€ o0 uso de antibidticos locais que apresentam menores efeitos colaterais,
porém eles apresentam a desvantagem de serem removidos a cada
higienizacao oral e além do custo a aplicacdo que é em pequenas areas
da cavidade oral, o que ndao é conveniente para o tratamento da doenca
generalizada (Azarpazhooh et al., 2009; Oliveira et al., 2007).

Outro caminho para a aplicacdo de agentes antimicrobianos é o
emprego da Terapia Fotodinamica para o tratamento da doenca
periodontal. A aplicagdo da luz e corante para destruir espécies
bacterianas in vitro é estudada ha muitos anos, e fotossensibilizadores
como Azul de metileno apresentam tanto a propriedade bactericida como
a antiviral e antipotozoarios (Chan e Lai, 2003; Prates et al., 2007;
Azarpazhooh et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Fontana et al., 2009;
Goulart et al., 2009).

O uso da Terapia Fotodinamica em periodontia esta documentado
em diversos estudos que mostram sua efetividade contra bactérias
periodontopatogénicas com o uso dos corantes azul de toluidina e azul de
metileno, associados ao laser de He-Ne, e do corante ftalocianina
dissulfonada de aluminio, com o laser de diodo com emissao
infravermelha (Yamada et al., 2004).

Segundo Konig et al. (2000), bactérias como Porphyromonas
gingivalis e Actinomyces odontolyticus nao necessitam do uso adicional de
corantes externos, pois sdao capazes de sintetizar a protoporfirina IX, um
dos corantes mais utilizados em terapia fotodinamica. Por isso, a simples

irradiagdao com laser de emissao vermelha produz a morte bacteriana
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destes microorganismos e melhora a inflamagdao periodontal.

Garcez et al. (2002), em um relato de caso clinico, mostraram
remissao dos sinais da infeccao periodontal, como supuracdao, edema e
ulceragdes na gengiva, em um periodo de 48 horas apds a remocgao do
calculo, aplicacao do corante e irradiacao laser, sem o uso de medicacao
local ou sistémica.

Ovchinnikov e Tuchin (2001) em um estudo clinico em pacientes
com bolsa periodontal, compararam a raspagem e aplainamento radicular
com o mesmo tratamento associado a TFD. Os autores obtiveram como
resultado uma reducao microbiana de apenas 85% com a raspagem e
aplainamento radicular de 95% com a complementagao com TFD, em um
tempo de irradiacao de 120 segundos.

Soukos et al. (2003), em um ensaios in vitro demonstraram que
99% da placa subgengival, foram destruidas por meio da terapia
fotodindmica, quando associou os fotossesibilizadores clorina e poli-lisina
com laser “red”. Prates et al. (2007), também demonstraram que A.
actinomycetencomitans pode ser fotoinativada pelo uso da terapia
fotodinamica, usando laser “red” e verde malaquita como
fotossensibilizador.

Em um recente estudo Fontana et al. (2009) verificaram que o uso
da terapia fotodinamica sobre bactérias da placa dental humana foi
eficiente em matar 63% das bactérias em meio planctonico e 32% das
bactérias em biofilme, quando se usou azul de metileno 25 ug/ mL e laser

“red” com emissao em 665 nm.
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Além do efeito bactericida, podemos observar outras vantagens do
uso da TFD no tratamento da doencga periodontal. A TFD é uma terapia
local ndo invasiva onde a aplicacdo do fotossensibilizador e da luz é em
uma area determinada, o que nao provoca disturbios na microflora das
demais regides bucais e o dano aos tecidos adjacentes pode ser evitado.
TFD favorece a eliminacdao de patdgenos em areas inacessiveis da bolsa
periodontal em um curto espaco de tempo favorecendo tanto o paciente
como o operador. O risco de bacteremia depois do debridamento
periodontal é minimizado. Nao necessita de prescricdo de antibidticos. E
nao requer a aplicacao de anestesia no local onde vai ser aplicado a TFD

(Takamatsu et al., 1999; Oliveira et al., 2009; Raghavendra et al., 2009).

1.6 Agentes fotossensiveis: Azul de Metileno, Eritrosina e Rose
Bengal

Fenotiazinicos sdo corantes azuis (Amax de absorcdo = 600-660 nm)
como Azul de Metileno e Azul de Toluidina. O Azul de Metileno tem sido
muito utilizado em histologia ha mais de um século e sdo empregados em
identificacdes cirdrgicas em concentracdes razoavelmente altas,
normalmente 1% (v/v), sem causar toxicidade humana (Wainwright,
1998). A primeira informacdao de sua acdo fotodinamica apareceu por
volta de 1930, e desde entdo varios trabalhos de TFD vém empregando
azul de metileno como agente fotosensibilizador, pois sao efetivos contra
organismos patogénicos incluindo virus, bactérias e leveduras (Usacheva

et al., 2001).
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O azul de metileno é um corante organico redox fenotiazinico
descoberto por Heinrich Claro em 1876, que inicialmente ganhou prestigio
como corante citoldgico e como indicador de éxido-reducao. Devido as
suas propriedades fotoquimicas, tém sido desenvolvido estudos visando
sua aplicacao na inativacdo de bactérias (Scott et al., 2006).

O tamanho e a forma dos fenotiazinicos, linear com grupos
heteroaromaticos triciclicos linear (Figura 3), fazem deles um composto
que intercala com acidos nucléicos. A acdo fotodinamica de azul de
metileno sobre os acidos nucléicos é seletiva para residuos de guanosina,
preferencialmente para a formacao de 8-hidroxiguanosina. A inativagao
efetiva de HIV foi alcancada usando 1 uM de azul de metileno e 10.5 mw/
cm? de luz, e varias linhagens bacterianas tem sido fotoinativadas por

essa classe de corantes (Wainwright, 1998).
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Figura 3. Estrutura quimica do Azul de Metileno.

Entre as varias classes de agentes fotossensiveis, destacam-se os
derivados de xantenos, merocianinas, ftalocianinas e hematoporfirinas
(Sharman et al., 1999).

Rose Bengal e Eritrosina pertencem a classe de compostos ciclicos
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denominados de xanteno, que apresentam cinco subgrupos: pirdlicos,
rodamina, fluorano, acridina e fenol e sulfoftaleinas. No grupo dos
fluorans sdao encontrados os corantes Eritrosina, Eosina e Rose Bengal
(Begue et al., 1966).

Primeiramente os xantenos foram empregados em meios de cultura
seletivos para impedir o crescimento de um grupo de microrganismos
(Begue et al., 1966). Eles foram os primeiros fotossensibilizadores a
serem empregados no tratamento de doengas como pitiriase versicolor,
molusco contagioso, sifilis, lUpus vulgar e cancer de pele (Touma e
Szeimies, 2007). Atualmente Eritrosina tem sido empregada para inativar
bactérias Gram-positivas e gram-negativas (Wood et al., 2006).

Os derivados de xanteno (Figura 4) sao comumente utilizados como
marcadores auxiliares de trauma corneano (Bowyer et al., 2001), apesar
de que nao sdo utilizadas na TFD clinica sendo utilizados apenas como
modelos experimentais comparativos, pois apresentam uma boa producao
de oxigénio singleto (Paczkowski et al., 1985).

A possibilidade de diferentes respostas a fotossensibilizacdo dos
corantes, variando-se o comprimento de onda de excitagao, a intensidade
de luz, a presenca ou nao de oxigénio no meio, alteragdes estruturais nos
compostos quimicos utilizados como agentes fotossensiveis certamente
ampliaram a versatilidade do uso destes em aplicagcbes bioldgicas e

médicas (Sieber et al.,1984; Gaffney e Sieber,1990).
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Figura 4. Estrutura quimica de derivados do xanteno.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste teste foi o de padronizar e adequar um
método capaz de inativar a bactéria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, utilizada como modelo bioldgico, atravéz do
emprego da terapia fotodinamica, auxiliada pelo emprego de uma luz nao
laser do fotopolimerizador de resina odontolégica e corantes de baixo
custo e facil acesso.

Os testes realizados englobam estudos bioquimicos visando a
utilizagdo de corantes fotossensiveis compreendendo os seguintes
objetivos especificos:

* Padronizacao de condicdes otimas de cultivo do microrganismo
selecionado.

* Analises bioquimica da linhagem bacteriana Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

* Definicao da luz fotoativadora e das concentragdes ideais dos agentes
fotossesibilizadores para o estudo da TFD em Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

* Identificacao do tempo ideal de incubacao dos corantes “in vitro”.

* Avaliacao do efeito do corante sobre o crescimento de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em meio planctonico com e sem irradiagao.

* Avaliacao do efeito do corante sobre o crescimento de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em biofilme com e sem irradiagao.

* QOtimizacao das condicdes de concentracdo de corante, poténcia e
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tempo de irradiacdo com luz fotoativadora sobre as células
bacterianas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
* Avaliacao da TFD sobre o biofilme formado por Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Obtencao, padronizacao e manutencao do cultivo da linhagem
do microrganismo Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A linhagem bacteriana de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
JP2, foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José Francisco Hofling (FOP-
UNICAMP). Para utilizagdao freqlente esta linhagem foi mantida em
estoques fracionados a -20°C em uma solugcao 40% (v/v) de glicerol
(Sigma, St. Louis, MO, USA).

Para cultivo em meio liquido, foi usado o meio Tryptic Soy Broth (TSB)
(Acumedia, Michigan, USA) preparado de acordo com as instrugdes do
fabricante, autoclavado a 120°C por 20 minutos, e incubados a 37°C, em
sistema de microaerofilia pela “técnica da vela” por 48 horas.

Para o crescimento em meio sdlido foi empregado o meio Tryptic Soy
Agar (TSA-Soybean-casein digest agar) da Difco, (Sparks, MD, USA), o
qual também foi preparado de acordo com as instrugdes do fabricante e
autoclavado a 120°C por 20 minutos.

A temperatura de incubacgao foi de 37°C, em sistema de microaerofilia
pela “técnica da vela” por 72 horas para visualizagao de col6nias, em meio

soOlido (Paulino et al., 2005a).

3.2 Analises bioquimicas da linhagem bacteriana Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

3.2.1 Coloracao de Gram
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A partir da linhagem bacteriana de A. actinomycetemcomitans
cultivada em meio sdélido foi realizado o esfregaco em lamina de vidro,
colocando uma pequena gota de soro fisioldgico esterilizado no centro da
lamina e dissolvido uma aliquota da col6nia bacteriana, espalhada sobre a
superficie da lamina com movimentos circulares e suaves. O esfregaco foi
seco a temperatura ambiente e quando ficou completamente seco, com
auxilio de uma pinca de madeira, foi fixado na lamina, passando-o na
chama do bico de Bunsen, por 2 a 3 vezes, apoés o resfriamento da lamina
foi realizado a coloracao de Gram, que consiste nos seguintes passos:

- cobrir o esfregaco com solugao Violeta Genciana por 1 minuto.

- cobrir o esfregaco com Lugol por 1 minuto.

- lavar rapidamente em agua corrente.

- lavar com alcool e agua ate retirar todo o excesso do complexo cristal
violeta-iodo.

- cobrir o esfregaco com Fucsina por 30 segundos.

- lavar a lamina com agua.

Apdés a coloracdao a lamina foi seca a temperatura ambiente e
observada ao microscopio 6ptico Leica DMLB com camera digital Leica DC

300F acoplada, com objetiva de imersao (100X).

3.2.2 Provas Bioquimicas
Para identificacdo da linhagem bacteriana A. actinomycetemcomitans
foram efetuadas as provas bioquimicas de catalase, urease, dextrose,

maltose e sucrose que caracterizam essa linhagem (Zambon 1985; Wilson
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e Henderson 1995).

3.3 Determinacdao do numero de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC)

Para a determinacao do numero de UFC da suspensao bacteriana
utilizada nos experimentos, foi empregada a técnica de semeadura em
placa Spread Plate. Assim apds a realizacdo de cada experimento, as
células foram plaqueadas (50 pL) e espalhadas com o auxilio de uma alga
de Drigalski sobre a superficie da placa contendo meio de cultura (TSA).
Posteriormente foram incubadas, a 37°C em microaerofilia, durante 72

horas para determinagao da contagem de UFC.

3.4 Curva de crescimento da Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Para o preparo do inoculo de A. actinomycetemcomitans, para a
realizacdo da curva de crescimento, a turbides inicial da bactéria foi
avaliada em um espectrofotometro e a absorbancia foi ajustada
inicialmente para Agp0=0,5. Quatro mL desta suspensao foram inoculadas
em 100 mL de meio de cultura TSB. A cada quatro horas uma aliquota foi
coletada e feita a leitura da DO (densidade optica) em 600 nm e a partir
de um mL foi feita a diluicdo seriada até 10°. Uma aliquota de 50 pL de
cada diluicao foi inoculada em meio de cultura TSA, empregando-se a
técnica de semeadura em placa Spread Plate, onde o inéculo foi espalhado

pela superficie do Agar com o auxilio de uma alga de Drigalski.
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As placas foram incubadas durante 72 horas a 37°C em microaerofilia,
depois do periodo de incubacdo foi feita a contagem de Unidade
Formadora de Colbnia (UFC) em um contador de col6nias conforme

descrito por Paulino e colaboradores (Paulino et. al., 2005a).

3.5 Avaliacao do pH e densidade optica do meio de cultivo durante
o crescimento da Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Durante o crescimento da bactéria, para a realizacdo da curva de
crescimento, a densidade 6ptica e o pH do meio também foram avaliados a
cada quatro horas, coletando-se uma aliquota de 2mL do meio de cultivo
previamente homogeneizado. A leitura da densidade dptica (absorbancia)

foi realizada em espectrofotdbmetro em 600 nm de comprimento de onda.

3.6 Preparacao da solucao estoque dos agentes fotossensiveis
utilizados na TFD

Para os experimentos realizados foi preparada uma solucdo estoque
de Rose bengal (Sigma - St. Louis, MO, USA) Azul de metileno e de
Eritrosina, em tampao fosfato salino (PBS) (NaCl 0,13 M, KCI 2,7 mM,
Na;HPO4 8,1 mM and KH,PO4 1,47 mM, final pH 7,4) esterilizado em um
filtro de 0,22 um. A concentracao final de cada solugao de corante foi de 2
mM. Estas solugdoes foram entao armazenadas a uma temperatura de -

20°C até seu uso.
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3.7 Determinacao da sensibilidade de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Antes da incubacao com diferentes concentracdes de Rose bengal (0 a
15 uM), Azul de metileno (0 a 15 pM) e Eritrosina (0 a 10 pM), a
suspensao bacteriana previamente incubada para atingir o meio da fase
exponencial (10° UFC/mL), foi serialmente diluida em PBS esterilizado para
a obtencdo de 10° UFC/ mL. Apds esse procedimento um mL da suspensdo
bacteriana foi pré-incubada com as diferentes concentragdes dos corantes
estudados. Rose Bengal foi pré-incubado com a cultura bacteriana durante
10 minutos, antes de ser plaqueado, Azul de Metileno e Eritrosina foram
pré-incubados durante 10 e 30 minutos. Posteriormente a pré-incubagao
com os corantes, 50 yL da suspensao foi inoculada em meio TSA utilizando
a técnica de semeadura Spread Plate. As placas foram colocadas em uma
jarra de microaerofilia e incubadas a 37°C por 72 horas. Apds o periodo de

incubacao foi determinado o nimero de UFC/mL.

3.8 Fonte de luz: Fotopolimerizador de resina odontolégica

Como fonte de luz, foi utilizado um fotopolimerizador de resina
odontoldgico onde o espectro de absorcao dos corantes empregados nesse
trabalho é coerente com o espectro de emissdo da luz irradiada pelo
fotopolimerizador, o que permite a fotossensibilizacao do corante com a

luz disponivel.
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Figura 5: Fotopolimerizador de Resina odontoldgica: ponteira autoclavavel
(A), suporte do filtro de luz (B), lampada haldégena (C), filtro de luz

adaptado (D), fonte de alimentacgao (E).

3.9 Fibroblastos

3.9.1 Condigoes de crescimento dos fibroblastos

As cepas de fibroblastos foram obtidas a partir de uma linhagem ATCC
CCL-110 (Paulino et al., 2005a) e mantidas em solucao estoque
congeladas em nitrogénio liquido com soro bovino fetal (FBS) e DMSO (9:1
v/Vv). Apds o processo de descongelamento, os fibroblastos foram crescidos
em placa de cultivo com meio Dulbeccos Modified Eagle/ Medium F-12
Nutrient médium (DMEM-F12), o qual foi preparado de acordo com as
instrucdes do proprio fabricante, filtrando em uma membrana de 0,22 um.
O meio obtido foi ainda enriquecido com FBS 10% penicilina 100 U/ mL,
estreptomicina 100 pg/mL e anfotericina 0,2 pg/mL.

O meio onde foram crescidas as células foi renovado duas vezes por
semana e os fibroblastos foram utilizados quando todas as células estavam
completamente confluentes e alcancaram uma contagem aproximada de

1x10° células/mL.
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3.9.2 Avaliacao dos efeitos citotoxicos da TFD sobre os
fibroblastos na presenca de Rose Bengal
Para a realizagdo deste experimento 1,0 x10° células foram crescidas
em meio DMEM-F12 como descrito por Paulino e colaboradores (Paulino et
al., 2005a). As células foram isoladas por centrifugacdo e lavadas duas
vezes com HBSS. A concentragao inicial de células usadas em todos os
experimentos foi de 0,7 x 10° células/mL em HBSS. Um mL dessa
suspensao foi distribuida em tubos de ensaio (12 x 120 mm) e uma parte
dos tubos foram submetidos ao controle de toxicidade do corante e da luz
per se e a outra parte foi submetida ao experimento de irradiagao com
adicao de diferentes concentragdes de Rose bengal (0 a 50 uM). Sob suave
agitacao as células foram incubadas por 10 minutos e posteriormente
irradiadas  (0.65 J/cm?) com o fotopolimerizador. Apds estes
procedimentos, as células foram centrifugadas e ressuspensas em meio de
cultivo DMEM/F-12.
Em seguida a cultura foi levada a uma incubadora de CO; e a
viabilidade de fibroblastos foi calculada usando uma camera de

Neubauer’s com Trypan Blue conforme descrito abaixo.

3.9.3 Determinacao da viabilidade celular
A solugao azul tripan na concentracao de 0,1% (p/v) foi preparada e
posteriormente filtrada em um filtro 0,22 ym. A suspensao celular foi
diluida na proporgcao de 1:1 (v/v) com o corante. Apos 10 minutos de

incubacdo esta suspensao foi diluida apropriadamente em solucdo salina

33



Material e Métodos

(PBS) para permitir uma facil contagem de células em cada campo da
camara de Neubauer, possibilitando assim estimar a relacdo que havia

entre as células viaveis e as células lisadas.

3.10 Aplicacdo da Terapia Fotodinamica: Avaliacdo dos efeitos
citotoxicos da TFD aplicada a cultura planctonica de A.
actinomycetemcomitans

A suspensdo bacteriana de A. actinomycetemcomitans contendo 103
UFC/ mL foi pré- incubada com Rose Bengal nas concentragdes de 0,01,
0,1 e 0,5 uM durante 10, 30 e 60 minutos e com Azul de Metileno e
Eritrosina nas concentragoes de 0,5 e 1,0 yM durante 10 e 30 minutos de
pré-incubacdo. Posteriormente a suspensdo bacteriana foi transferida para
um tubo de ensaio 12 x 120 mm protegido da luz ambiente, ficando a uma
distancia de 11 cm do sistema de deteccdo de luz do fotopolimerizador e
em seguida foi submetida a irradiacdo por 10 (0,108 J/cm?), 20 (0,217
J/cm?) e 30 (0,325)/cm?) segundos, 1 minuto (0.65 J/cm?) e 3 minutos
(~2 J/cm?).

Apdés o tratamento com a droga e a luz, 50 pyL da suspensao
bacteriana de cada uma das amostras foram inoculadas em meio TSA
utilizando a técnica de semeadura Spread Plate. As placas foram incubadas
a 37°C em microaerofilia durante 72 horas para determinar a contagem de

UFC.

34



Material e Métodos

3.11 Aplicacdo da Terapia Fotodinamica: Avaliacdo dos efeitos
citotoxicos da TFD aplicada ao biofilme de A.

actinomycetemcomitans

3.11.1 Formacao do biofilme

Para a formacao do biofilme de A. actinomycetemcomitans, foi
utilizado uma placa de cultura de células contendo 24 pocos (Corning
Costar 3524, flat botton; Corning, NY USA) onde foi inoculado 15 pL da
cultura de A. aggregatibacter previamente inoculada em meio TSB por 48
horas, apresentando uma turbidez de Abseyp= 0,5 correspondente a 10°
células por mL, e um mL de meio TSB. As placas inoculadas foram

incubadas em microaerofilia a 37°C por 24 horas.

3.11.2 Irradiacao do biofilme

Apds o periodo de incubacdo das placas com o biofilme, o meio de
crescimento foi removido e cada poco foi lavado trés vezes com tampao
PBS. Cada pocgo contendo o biofilme foi incubado durante 30 minutos com
1 mL de cada agente fotossensivel empregado nesse trabalho (Rose
bengal, Azul de metileno e Eritrosina) nas concentracdes de 0,01, 0,5 e
1,0 uM. Depois desse periodo cada poco foi irradiado durante 1 e 3
minutos (0,65 a ~2 J/cm?) com o fotopolimerizador de resina
odontoldgica, posteriormente a solucao do fotossensibilizador foi removida
e foi colocado 1 mL do meio de cultura TSB. As placas foram incubadas em

microaerofilia por 24 horas, depois cada poco foi lavado trés vezes com
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tampao PBS, seco a temperatura ambiente em capela de fluxo laminar e
fotografado com microscépio optico Leica DC 300 F com camera digital
acoplada (Leica Bensheim, Germany) proporcionando um aumento de

100x da imagem do biofilme.

3.11.3 Quantificacao do biofilme

A quantificacdo das células presente no biofilme depois da TFD (ou
sem TFD, na presenca de corante como um controle) foi determinado
usando o cristal violeta como descrito por Kaplan et al. (2003) onde, cada
poco contendo o biofilme foi lavado trés vezes com agua destilada
esterelizada e foi adicionado 600 pL da solugao de cristal violeta 1% , e as
placas foram incubadas a temperatura ambiente por 60 minutos e
posteriormente a solugao de cristal violeta foi removida e cada poco foi
lavado novamente com &gua destilada esterilizada trés vezes e foi
colocado 600 pL de etanol durante 30 minutos para solubilizar o corante. A
solugdo de etanol foi removida, diluida dez vezes e foi determinada a
densidade 6ptica (a 550 nm) da solucao etanol cristal violeta de cada poco

para quantificar o biofilme de A. actinomycetemcomitans.

3.12 Descarte das células
As células bacterianas, meios de cultura e outros materiais
contaminados ou ndo utilizados nos experimentos foram autoclavados a

127 °C durante 20 minutos e posteriormente descartados.
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3.13 Tratamento estatistico
Os dados apresentados foram obtidos por experimentos feitos em
triplicatas e com trés diferentes preparacdes, sendo considerados

estatisticamente significativos com p<0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao das condicoes de crescimento de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

A linhagem bacteriana A. actinomycetemcomitans teve um bom
crescimento no meio Tryptic Soy Broth e no meio Tryptic Soy Agar
incubada a 37°C em microaerofilia, essa linhagem -cultivada nessas
condicdes apresentou desenvolvimento de colonias em 48 horas, ficando
mais evidentes com 72 horas. Essas condigdes de crescimento foram
melhores do que a proposta por Slots (1982) que sugeriu 0 uso do meio
de cultura Tryptic Soy-serum Bacitracina Vancomicina, onde sé se
observava o desenvolvimento de coldénias com 72 horas. As colonias
apresentaram aspecto mucoide, com colonias translicidas, com bordas
circulares e convexas, conforme pode ser observado na Figura 6, sendo
dificeis de serem removidas da superficie do Agar (Zambon, 1985).

Na Figura 7 podemos observar a fotomicrografia da linhagem
bacteriana A. actinomycetemcomitans crescida em meio solido e corada
pelo método de Gram, apresentando a morfologia de bacilo Gram
negativo, que foi observado com o auxilio de um microscopio 6ptico.

Para identificacdo e diferenciacdo de A. actinomycetemcomitans
foram feitas provas bioquimicas proposta por Zambon (1985) e Wilson e
Henderson (1995) considerando que A. actinomycetemcomitans e um
microrganismo fermentativo, ndao hemolitico, indol negativo e produtor de

catalase. Os testes revelaram que a bactéria apresentou catalase positiva,
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Figura 6. Aspecto das colbnias bacterianas de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Colonias correspondem a massas visiveis de
células, originadas de sucessivas divisdes de uma ou poucas células. (A)
Aspecto de uma placa semeada com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans cultivada em meio Tryptic Soy Agar incubada a
37°C em microaerofilia por 72 horas. (B) Ampliacdo das col6nias

apresentadas em (A).
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Figura 7. Fotomicrografia das células bacterianas de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, cultivada em meio
solido Tryptic Soy Agar, corada pelo método de Gram, observada
com objetiva de imersdo em microscdpio éptico Leica DMLB com
camera digital Leica DC 300 F acoplada, proporcionando um

aumento de 1000x.
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dextrose positiva com producao de gas, que é caracteristico da A.
actinomycetemcomitans, maltose positiva, uréia e sacarose negativa,
confirmando a pureza da cepa empregada nos experimentos.

A curva de crescimento da A. actinomycetemcomitans foi
acompanhada durante 72 horas (Figura 8). Foi observado durante as
primeiras 14 horas pouco crescimento o que indica a fase Lag desta
linhagem. Essa fase é o periodo de adaptacao ao meio de cultura e as
condicbes de cultivo que a linhagem bacteriana esta sendo cultivada.
Apds essas primeiras horas a linhagem bacteriana iniciou a fase
exponencial que se caracteriza por apresentar inicialmente uma taxa lenta
de aumento no numero de células que, posteriormente é acelerada. Com

|II

isso se observou um aumento “exponencial” dos niumeros de células nos
estagios finais (Figura 8). Células em crescimento exponencial geralmente
se encontram nas condigdes mais saudaveis, com todas as suas reagdes
metabodlicas ativas (Madigan et al., 2004). A linhagem de A.
actinomycetemcomitans atingiu a fase estaciondria apés 50 horas de
cultivo (Figura 8), onde nao foi observado mais aumento no numero de
células. Segundo Madigan et al. (2004) normalmente ndo ocorre
crescimento nessa fase, mas muitas funcdes celulares podem ainda estar
ativas, inclusive o metabolismo energético e alguns processos
biossintéticos, neste periodo algumas células se dividem e outras
morrem, os dois processos sao equilibrados e nao promovem alteragoes

do numero de células. Apds esse periodo a linhagem entra na fase de

morte ou de declinio.
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Figura 8. Curva de crescimento de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, cultivada em meio liquido Tryptic Soy Broth a
37°C em microaerofilia. Foi feita a leitura da DO em 600 nm a cada quatro
horas, durante 72 horas e a partir de uma aliquota de 1 mL foi feita a
diluicao seriada e plaqueado 50uL de cada diluicao para realizacao da

contagem de UFC, conforme descrito em Materiais e Métodos.
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4.2 Avaliacdo da capacidade acidogénica de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em meio planctonico.

A. actinomycetemcomitans inicialmente apresentou um discreto
aumento do pH, que logo em seguida foi decaindo de acordo com o tempo
de cultivo (Figura 9). Apds esta etapa inicial, ocorre uma intensa liberacao
de &cido, e uma fase de decaimento do pH foi observado. Esse
decaimento do pH pode ser devido a metabolizacdo do agucar contido no
meio de cultivo (Dextrose 8,5%), com posterior producdao de acidos
organicos que tornam o ambiente acido. Essa caracteristica também foi
observada por Paulino et al. (2005b), em seu estudo com Streptococcus

mutans devido ao metabolismo anaerdbico ou fermentativo.

4.3 Caracterizagao fotoquimica dos agentes fotossensiveis e seu

emprego na TFD.

Apds a padronizacdo das condicdes de cultivo, a verificacdo da
pureza da cepa e a analise do comportamento fisioldgico de A.
actinomycetemcomitans, foram iniciados os testes com o0s corantes
usados como agentes fotossensibilizadores, para verificar qual seria a

melhor condicao para se aplicar a TFD.

Estudos envolvendo a utilizacdo da TFD com fins bactericidas sao
realizados desde a década de 80 (Venezio et al., 1985). O efeito

bactericida, antiviral e contra protozoarios proveniente do uso de
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Figura 9. Monitoramento do pH em fungao do tempo de cultivo, da linhagem
bacteriana Aggregatibacter actinomycetemcomitans, cultivada em meio

Tryptic Soy Broth, conforme descrito em Materiais e Métodos.
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fotossensibilizadores como azul de metileno sdao relatados desde a

segunda guerra mundial (Azarpazhooh et al., 2009).

Desta forma, ente os agentes fotossensiveis foram avaliados quanto
aos seus aspectos fotoquimicos e fotofisicos para que posteriormente
pudessem ser empregados corretamente na inativacdo de A.
actinomycetemcomitans em meio placténico ou em biofilme, aplicando a

TFD.

4.3.1 Rose Bengal
4.3.1.1 Caracterizacao fotoquimica do Rose Bengal

O Rose Bengal, também chamado de Rosa bengala é a 4,5,6,7-
tetracloro-2,4,5,7-tetraidrofluoresceina, um corante comumente utilizado
como colirio, em consultérios oftalmoldgicos, para identificacdo de células

da cornea ou células com lesdes (Singh, et al., 2004).

O Rose Bengal é um agente fotossensivel muito empregado na TFD,
este agente fotossensivel possui uma grande capacidade de se localizar
na membrana plasmatica de mamiferos, formando altas quantidades de
oxigénio singleto e levando estas células a morte e, por esta razao, seu
emprego na clinica com finalidade terapéutica tem sido evitado (Kochevar
et al., 1996; Watchter et al., 2003). Entretanto em baixas concentragoes
pode ser usado no tratamento tépico de doencas odontoldgicas (Paulino
et al., 2005b). Quanto aos seus aspectos fotoquimicos, estudos ja

realizados demonstram uma banda de absorcao de luz na faixa de 500 a
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600 nm e, de fato, na Figura 10 estd mostrado o espectro de absorcdo do
Rose Bengal (4,0 uM em PBS), cuja banda de absorcao no espectro do
visivel (450-600 nm) é semelhante ao descrito por outros autores

(Kochevar et al., 1996; Stiel et al., 1996).

4.3.1.2 Efeito da toxicidade no escuro e da TFD sobre
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em meio planctonico e

em fibroblastos utilizando-se o Rose Bengal

Para a aplicacao da TFD e muito importante que a concentracao do
fotossensibilizador seja uma concentracao que nao apresente toxicidade
para células humanas. Podemos observar nos resultados mostrados na
Figura 11 que fibroblastos gengivais nao sao afetados quando se usam
concentracdes de Rose Bengal até 1 upM. Resultados similares foram
obtidos por Mousavi et al. (2006) que verificou que baixas concentragoes
de Rose Bengal (5-10 pM) per se ndao matam células do tecido epitelial e
de fibroblastos. Esta avaliacao também foi feita por Paulino et al. (2005a;
2005b) empregando-se fibroblastos.

O Rose Bengal nas concentragcbes de 0,01 e 0,1 uM nao
apresentaram toxidade per se as células de A. actinomycetemcomitans,
pois estas apresentaram 94,1% de viabilidade celular para a concentracao
de 0,01 pM e 82,4% de viabilidade celular para a concentragao de 0,1 uM.

Quando a concentracao de Rose Bengal passa para 1,0 yM foi observado
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Figura 10. Espectro de absorcao do Rose bengal 4.0 pmol/L em tampao
PBS pH 7.4 (linha pontilhada) e espectro de transmitancia do filtro do

fotopolimerizador de resina odontoldgica (linha sdlida).
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Figure 11. Viabilidade de Fibroblastos em presenca de varias
concentragdes de Rose bengal, com (circulos fechados) ou sem (circulos
abertos) irradiacdo de luz (0.65 J/cm?). Um mL da suspensdo celular (0.7
x 10° células) foi avaliado como indicado e as células foram isoladas por
centrifugacao, lavadas com HBSS e cultivadas em meio de crescimento
DMEM/F-12. Posteriormente, a cultura foi incubada por 24 horas a 37°C
em uma estufa de CO,. A viabilidade de fibroblastos foi calculada usando
uma camera de Neubauer’s com Trypan Blue conforme descrito em

Materiais e Métodos.
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58,8% de viabilidade celular, aumentando a concentracdo a sensibilidade
da célula bacteriana também foi aumentada, pois nas concentracdes de
10 M, apresentou 17,7% de viabilidade celular e 50 uyM é uma
concentracao que foi capaz de inibir totalmente o desenvolvimento celular
de A. actinomycetemcomitans (Figura 12).

Quando se aplicou a TFD verificamos que a irradiagao durante 1
minuto com o fotopolimerizador (0,65 J/cm?) empregando-se Rose Bengal
0,01 pM inibe 23,3% das células bacteriana, e a concentracao de 0,1uM
inibe 34% (Figura 13). Indicando que a fotoirradiagao mesmo em baixas
concentragdes de corante pode levar a uma redugao na viabilidade do
crescimento de A. actinomycetemcomitans. O que também foi observado
por varios autores empregando-se outras bactérias (Bhatti, 1998; Paulino
et al., 2005a; 2005b).

Diante destas condicdes decidimos trabalhar dentro de uma faixa de
concentracao de Rose Bengal, que ndao promove a morte celular (no
escuro), 1,0 uM e 0,5 uM. E para verificar se pode ocorrer um aumento
na faixa de mortalidade da linhagem bacteriana foi variado o tempo de
contato com o corante antes da irradiacdao e o tempo de irradiagao.

Foi observado que durante dez minutos de contato com o corante
Rose Bengal na concentracdao de 1,0 uM e um minuto de irradiagao a
viabilidade das células bacterianas é reduzida em 14%, quando o tempo
de irradiacdo passa para trés minutos o percentual de reducdo da
viabilidade da linhagem bacteriana em estudo passa para 17,5%. Nesta

mesma concentragao de Rose Bengal, quando o tempo de contato com a

49



Resultados e Discusséo

100—5
o\o \
g T \
(]
c
.©
| -
O 60 |
g .
(]
o
()] |
_040
®
O
o 20 |
©
>
0_l | | | |

0,01 0,1 1 10 100
[Rose bengal] (uM)

Figura 12. O efeito da concentracao de Rose bengal (no escuro) sobre
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Um mL (10®° UFC) da suspenséo
bacteriana foi pré-incubado com diferentes concentracdes de Rose bengal, por
10 minutos e 50 pyL da suspensao foi inoculado em meio TSB. As placas foram
incubadas a 37°C em microaerofilia por 72 horas para determinar as células

viaveis conforme descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 13. O efeito do tempo de irradiacao sobre a viabilidade de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, incubada com diferentes
concentracdes de Rose bengal. Um mL (10% UFC) da suspensdo bacteriana
foi pré-incubada com 0,01 uM (circulos) e 0,1 uM (quadrados) e 0,5 pM
(triangulos), e irradiada por 1, 2 e 3 minutos. Posteriormente 50 pL da
suspensao foi inoculada em meio TSB. As placas foram incubadas a 37°C
em microaerofilia por 72 horas para determinar as células viaveis,

conforme descrito em Materiais e Métodos.
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droga antes da irradiacdo passa a ser de 30 minutos, é observado que
com um minuto de irradiacdo uma viabilidade de 50,6% e trés minutos de
irradiacdo, uma viabilidade de 45,6 % de células bacterianas (Figura 14).

Observando esses resultados verificamos que para a concentragao de
1,0 uM Rose Bengal o melhor tratamento € manter 30 minutos de contato
com o corante antes de irradiar, e aumentar o tempo de irradiagao para
trés minutos.

Em todas as condigdes estudadas, o aumento da dose de luz resultou
em uma diminuicao da viabilidade bacteriana (Figura 13) que claramente
indica que os compostos produzidos pela foto ativagdo sdo responsaveis
pela morte das células bacterianas. Similares resultados foram
observados por outros autores, que usaram diferentes corantes, fonte de
luz e organismo. Por exemplo, Bhatti et al. (1998) usaram azul de
toluidina e laser HeNe (0,88 J/cm?) para fotoinativar Porphyromonas
gingivalis, que juntamente com A. actinomycetemcomitans ¢é dos
patdgenos periodontais. Paulino et al. (2005a; 2005b) fotoinativaram S.
mutans usando um fotopolimerizador como fonte de luz (~0,5 J/cm?) e
Rose Bengal como corante fotossensibilizador. Além disso, estes mesmos
autores mostraram que a morte de S. mutans induzida depois da TFD foi
obtida sem incubacdao prévia com o corante, demonstrando que a
toxicidade para essas células é provavelmente devido a producdao de
espécies reativas no meio extracelular e ndao exclusivamente no meio
intracelular. Isso pode ndo ocorrer com A. actinomycetemcomitans, que é

uma bactéria Gram negativa que apresenta estruturas na superficie da
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Figura 14. O efeito do tempo de pré-incubacdo com Rose bengal sobre a
viabilidade de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Um mL (103 UFC)
da suspensdo bacteriana foi pré-incubada por 10 (barra aberta) e 30
minutos (barra cheia) com diferentes concentracdoes de Rose bengal e
irradiada por um minuto. Posteriormente 50 uL da suspensao foi inoculada
em meio TSB. As placas foram incubadas a 37°C em microaerofilia por 72
horas para determinar as células vidveis, conforme descrito em Materiais

e Métodos.

53



Resultados e Discusséo

membrana bem diferentes que S. mutans (Gram positiva). Para esse
organismo, algum tempo de contato com o corante, antes da irradiacao é
necessario (Figura 14), provavelmente para permitir a interacdao do Rose
Bengal com a parede celular, preencher o espaco periplasmatico, da
membrana plasmatica ou ainda o seu acumulo no citoplasma. De fato, 30
minutos de contato com o corante antes da irradiacdo € o periodo mais
eficiente para inativar A. actinomycetemcomitans em todas as

concentragdes de Rose Bengal usada.

Na Figura 14 também pode ser observado que, quando 1,0 uM de
Rose Bengal é usado houve uma significativa variacdo da viabilidade
bacteriana depois da TFD com 10 ou 30 minutos de pré-incubacdo. Isto é
porque em altas concentragdes o corante pode formar agregadas,
diminuindo sua eficiéncia e requerendo um tempo adicional para alcancar
o local de acdo efetiva. As caracteristicas fotoquimicas e fotofisicas de
Rose Bengal relativas a producao de oxigénio singlete, rendimento
guantico, emissao de fluorescéncia, absorcao transiente, decaimento
triplete, emissao de fosforescéncia e rendimento quantico para producao
de EROs, sao bem descritas (Larkin et al., 2002; Rodrigués et al., 2004)
mostrando que, em condicdes experimentais especificas, esse corante
podera formar dimeros, ou outros agregados superiores, que resultam em
um amplo espectro de absorcao e variacdoes nas propriedades
fluorescentes, reduzindo significativamente a produgao de EROs (Bilski et

al., 1997). Atualmente, estudos usando sistemas de desagregacao de
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corante revelaram uma melhora de eficiéncia e foram capazes de

aumentar a fotoatividade nos estudos de TFD (Simioni et al., 2008).

4.3.2 Azul de metileno
4.3.2.1 Caracterizacao fotoquimica do Azul de metileno

Um outro fotossensibilizador estudado foi o corante fenotiazinico Azul
de Metileno o qual absorve luz na regidao de 665 nm, podendo ser
irradiado com o fotopolimerizador de resina odontolégica como pode ser

observado na Figura 15.

Azul de Metileno é um corante que é rotineiramente empregado na
medicina e na odontologia sem causar toxicidade a células humanas. Por
exemplo, Soukos et al. (1996) e Wainwright (1998) mostraram que Azul
de metileno é usado em procedimentos cirdrgicos em concentragoes
relativamente altas (1% (p/v), que corresponde a 26,7 mM) sem causar
toxicidade humana. Azul de metileno também é usado clinicamente a
mais de cem anos para tratar encefalopatia, metemoglobinemia, urolitiasi
e envenenamento por cianeto. Uma dosagem de 13,4 mM é comumente
usado para corar o es6fago de pacientes com historia de es6fago Barrett’s

e lesdes bronquiais (Aghahosseine et al., 2006).

Nao foram realizados os testes de toxicidade de Azul de Metileno
sobre fibroblastos uma vez que as concentracdes usadas nesse trabalho
foram menores que as empregadas em uso clinico, como descrito

anteriormente, que podem ser administradas em humanos por via oral e
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Figura 15. Espectro de absorcao do Azul de Metileno 26 uM em agua
destilada (linha pontilhada) e espectro de transmitancia do filtro do

fotopolimerizador de resina odontoldgica (linha sdlida).
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endovenosa em altas doses sem causar nenhum efeito toxico

(Aghahosseine et al., 2006).

4.3.2.2 Efeito da toxicidade no escuro e da TFD sobre
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em meio planctonico

utilizando-se o Azul de Metileno

Para verificar a toxicidade no escuro de Azul de Metileno utilizamos
dois tempos de pré-incubacao 10 minutos e 30 minutos. Com 10 minutos
de pré-incubacdo a concentracdo 0,05 pM ndo apresentou nenhuma
toxicidade para as células de A. actinomycetemcomitans, o mesmo efeito
foi observado quando o tempo de pré-incubacdao foi 30 minutos nesta
mesma concentracdao. Por outro lado, 0,1 pM apresentou pouca
toxicidade, pois foi observado 95% de \viabilidade de A.
actinomycetemcomitans, com 10 minutos de pré-incubacdo e 98% de
viabilidade com 30 minutos de pré-incubacao. A concentracdo de 0,5 uM
apresentou 82% com 10 minutos e 84% com 30 minutos, 1,0 uM com 10
minutos de pré-incubacao apresentou 80% de viabilidade e com 30
minutos 76% de viabilidade. 5,0 pM apresentaram 80,7% e 72% de
viabilidade com 10 e 30 minutos de pré-incubacdo respectivamente. 10
MM observamos 76% e 69% de viabilidade, 15 uM foi a concentragao que
apresentou maior toxicidade com 59% e 50% de viabilidade nos

respectivos tempos de pré-incubacao de 10 e 30 minutos (Figura 16).
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Figura 16. O efeito da concentracao de azul de metileno (no escuro) sobre
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Um mL (10% UFC) da suspensdo
bacteriana foi pré-incubado com diferentes concentracdes de Azul de
Metileno, por 10 minutos (quadrados) e 30 minutos (circulos), 50 pL da
suspensado foi inoculado em meio TSB. As placas foram incubadas a 37°C
em microaerofilia por 72 horas para determinar as células viaveis,

conforme descrito em Materiais e Métodos.
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A fotossensibilizacao de A. actinomycetemcomitans com o corante
Azul de Metileno 0,5 pM irradiada durante um minuto (0,65 J/cm?)
proporcionou que a viabilidade de 84% (sem irradiacdo) diminuisse para
75%, e com 3 minutos de irradiacao para 66%. Com 1,0 uM a diminuigao
foi ainda maior de 76% (sem irradiagao) para 59% com 1 minuto e 50%
com 3 minutos de irradiacao (Figura 17). Esses resultados nos mostram
gue a fotossensibilizacao de A. actinomycetemcomitans empregando Azul
de Metileno é relativamente eficiente. Segundo Peloi (2008) e Usacheva
et al. (2001), isso provavelmente se deve ao fato da facilidade que este
corante tem em atravessar a parede celular de bactérias, porque sua
carga positiva |he permite interagir facilmente ao lipopolissacarideo de
carga negativa presente na parede celular de bactérias Gram negativa e

desenvolver sua atividade fotodinamica.

Os maiores efeitos da fotossensibilizacao sobre a viabilidade da
bactéria, usando Azul de metileno foi com a concentracao de 1,0 uyM. Esta
concentracao esta abaixo da usualmente empregadas em procedimentos
cirdrgicos e para tratamento de diversas doencas (Wainwright, 1998;

Soukos et al., 1996; Aghahosseine et al., 2006).

Peloi et al., (2008) verificou que o azul de metileno usado como
fotosensibilizador, foi eficiente para inibir o crescimento tanto de
organismos procariontes e eucariontes, quanto de bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Chan e Lai (2003) também verificaram que
aproximadamente 0,27 uM de Azul de Metileno associado a um laser

diodo emitindo 21,2 J/cm? promove a morte de 40% de muitas espécies
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Figura 17. O efeito do tempo de irradiacdo sobre a viabilidade de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, incubada com diferentes
concentracdes de Azul de Metileno. Um mL (10 UFC) da suspenséo
bacteriana foi pré-incubado com Azul de metileno nas concentragoes 0,5
MM (quadrados) e 1,0 pM (circulos), e irradiada por 1 e 3 minutos,

conforme descrito em Materiais e Métodos.
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de microrganismos pertencentes a microbiota oral, e essa combinacao de
corante e laser pode eliminar 95% das células de A.

actinomycetemcomitans.

4.3.3 Eritrosina
4.3.3.1 Caracterizacao fotoquimica da Eritrosina

O ultimo corante empregado nesse estudo foi a Eritrosina que
apresenta espectro de absorgao em 536 nm, estando também dentro da
faixa de emissao de luz do fotopolimerizador de resina odontoldgica que
varia de 300 a 800 nm (Figura 18).

Eritrosina tem atividade antimicrobial contra bactérias Gram (+) e
Gram (-), é usada em procedimentos odontoldgicos para visualizar placa
dental em concentracoes de 9 a 25 uM (Wood et al., 2006; Perussi,

2007).

4.3.3.2 Efeito da toxicidade no escuro e da TFD sobre
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em meio planctonico

utilizando-se a Eritrosina

Para verificar a toxicidade no escuro de Eritrosina foram empregadas
as concentragdes variando de 0,001 a 10,0 mM e também foi utilizado
dois tempos de pré-incubacdao 10 e 30 minutos. Com 10 minutos de pré-

incubacao a concentracao 0,1 M nao apresentou nenhuma toxicidade
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Figura 18. Espectro de absorcdo da Eritrosina 0,1 uM em agua destilada
(linha pontilhada) e espectro de transmitancia do filtro do

fotopolimerizador de resina odontoldgica (linha sélida).
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para as células de A. actinomycetemcomitans, o mesmo efeito foi
observado quando o tempo de pré-incubacao foi 30 minutos nesta mesma
concentragao. A concentragao de 0,5 uM apresentou pouca toxicidade pois
foi observado 98% de viabilidade das células de A.
actinomycetemcomitans. com 10 minutos de pré-incubacdo e 95% de
viabilidade com 30 minutos de pré-incubagcao. A concentracdo de 1 uM
apresentou 87% com 10 minutos e 86% com 30 minutos, 0,01 mM com
10 minutos de pré-incubagdo apresentou 82% de viabilidade e com 30
minutos 79% de viabilidade. J& na concentracdao de 0,1 mM apresentou
68% e 59% de viabilidade com 10 e 30 minutos de pré-incubagao
respectivamente. 1,0 mM observamos 59% e 55% de viabilidade, 10 mM
foi a concentracao que apresentou maior toxicidade com 43% e 48% de
viabilidade nos respectivos tempos de pré-incubacao de 10 e 30 minutos
(Figura 19).

Eritrosina apresentou menor toxicidade per se a linhagem bacteriana
A. actinomycetemcomitans do que o Azul de Metileno e Rose Bengal, em
todas as concentracdes estudadas. O tempo de pré-incubacao de 30
minutos promoveu uma maior toxicidade do que o tempo de 10 minutos
(exceto para a concentracao de 10 mM), indicando provavelmente que a
permeabilidade de Eritrosina a membrana biolégica de A.
actinomycetemcomitans é mais efetiva do que a do Azul de Metileno.
Apesar da concentracdao de 10 mM de Eritrosina ter apresentado um efeito
toxico para A. actinomycetemcomitans este corante é rotineiramente

empregada em procedimentos odontoldgicos, para visualizar placa dental
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Figura 19. O efeito da concentracdo de Eritrosina (no escuro) sobre a
viabilidade de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Um mL (103 UFC)
da suspensdo bacteriana foi pré-incubado com diferentes concentragoes
de Eritrosina, por 10 minutos (quadrados) e 30 minutos (circulos), 50 uL
da suspensao foi inoculado em meio TSB. As placas foram incubadas a
37°C em microaerofilia por 72 horas para determinar as células viaveis,

conforme descrito em Materiais e Métodos.
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em concentracdes bem mais altas do que as concentracdoes empregadas
nesse experimento (Wood et al., 2006).

Para verificar o efeito da fotossensibilizacao do corante Eritrosina foi
empregado o tempo de pré-incubacdao de 30 minutos que demonstrou ser
o mais efetivo sobre a sensibilizacdo das células de A.

actinomycetemcomitans e as concentracoes de 0,5 e 1,0 uM.

A irradiacao da bactéria na presenca de Eritrosina durante 1 minuto
na concentragao de 0,5 pM apresentou viabilidade de 61% e com 3
minutos de irradiagao 41%. Com 1,0 uM a reducgao foi ainda maior 56%
com 1 minuto de irradiacao e 25% com 3 minutos de irradiacao (Figura
20), diminuindo 30% da viabilidade observada sem a irradiagao.

Verificamos que a Eritrosina apresentou uma atividade bactericida
na aplicacdo da terapia fotodindmica, muito maior que a observada
guando usamos Rose Bengal e Azul de Metileno. O mesmo foi observado
por Wood et al. (2006) quando comparou o uso de Eritrosina com
Fotofrim e Azul de metileno para fotosensibilizar o biofilme de
Streptococcus mutans. Metcalf et al. (2006) também verificou que
Eritrosina é um eficiente agente fotosensibilizador, principalmente quando
se aplica irradiacao continua.

Na Tabela 1 podemos comparar a viabilidade da cultura de A.
actinomycetemcomitans em meio plancténico, no escuro e diante da TFD
com os trés agentes fotossesibilizadores usados nesse trabalho. A
Eritrosina foi o agente fotossesnsibilizador que apresentou maior efeito

sobre a viabilidade de A. actinomycetemcomitans (75% de redugao da
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Figura 20. O efeito do tempo de irradiacdo sobre a viabilidade de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, incubada com diferentes
concentracdes de Eritrosina. Um mL (10° UFC) da suspensdo bacteriana
foi pré-incubado com concentracdes de Eritrosina de 0,5 uM (quadrados) e
1,0 uM (circulos), e irradiada por 1 e 3 minutos, conforme descrito em

Materiais e Métodos.
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Tabela 1. Efeito da TFD sobre a cultura de A. actinomycetemcomitans em
meio plancténico e em biofilme. Foram considerados os dados de
viabilidade obtidos apds 30 minutos de contato com o corante antes da

TFD com 3 minutos de irradiagcdao, conforme descrito em Materiais e

Métodos.
Viabilidade (%) no escuro
[Corante] uM Rose Bengal Azul de Metileno Eritrosina
0,1 82,4 - -
0,5 - 84 95
1,0 58,8 76 86

Viabilidade (%) da cultura em meio planctonico de Aggregatibacter actynomicetemcomitans
depois da TFD

0,5 64,8 66 41

1,0 45,6 50 25

Viabilidade (%)da cultura em Biofilme de Aggregatibacter actynomicetemcomitans depois da
TFD

0,5 67,0 66,8 69,6

1,0 55,1 46,7 32.8
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viabilidade) e a menor toxicidade no escuro. Rose Bengal foi o segundo
fotossensibilizador que mais reduziu a viabilidade da linhagem bacteriana
(54,4%) porém sua toxicidade no escuro é maior do que a do Azul de
metileno que reduziu a viabilidade de A. actinomycetemcomitans em

50% (Tabela 1).

4.4 Avaliacao dos efeitos citotoxicos da TFD aplicada ao biofilme

de A. actinomycetemcomitans

4.4.1 Formacao do biofilme

A linhagem bacteriana A. actinomycetemcomitans se desenvolve em
uma comunidade chamada de biofilme, que se caracteriza pelo
desenvolvimento de diferentes microrganismos de diferentes espécies,
altamente organizados capazes de colonizar a cavidade oral e desenvolver
varias doencas, entre elas a doenga periodontal (Rickard et al., 2003).

As bactérias que se desenvolvem em biofilmes sao mais resistentes a
agentes antimicrobianos, por conta disso verificamos o efeito da TFD
sobre o biofilme de A. actinomycetemcomitans.

O desenvolvimento do biofilme de A. actinomycetemcomitans foi
monitorado durante 36 horas conforme pode ser observado na Figura 21.
O tempo de cultivo para obtencao do biofilme escolhido para esses
experimentos foi o de 24 horas, pois decorrido esse periodo pode-se
observar a formagao do biofilme por toda base da placa de cultura que

macroscopicamente apresenta a aparéncia opaca.
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Figura 21. Micrografia da curva de crescimento do biofilme formado por
Aggregatibacter actynomicetemcomitans (50x) monitorado por 36 horas
em meio TSB. A imagem do pogo vazio sem desenvolvimento de biofilme

pode ser observada no tempo 0 horas.
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4.4.2 Efeitos citotoxicos da TFD aplicada ao biofilme de A.
actinomycetemcomitans usando Rose Bengal, Azul de Metileno e
Eritrosina

O efeito de Rose Bengal sobre o Dbiofime de A
actinomycetemcomitans pode ser observado na Figura 22, que indica que
o biofilme ndo é afetado quando se usa apenas Rose Bengal ou apenas
luz. Quando se aplicou a TFD associando luz e corante podemos observar
uma reducao do biofilme dose-dependente, ou seja, quanto maior a
concentracao do corante e a dose de luz maior é o efeito da TFD. A maior
concentragao de Rose Bengal usada foi a que mais afetou o biofilme onde
podemos observar o desprendimento das células do biofilme. Essas
reducdoes do biofilme podem ser observadas na Figura 23, onde se usou
cristal violeta para quantificar o biofilme de A. actinomycetemcomitans.
Houve uma reducao de 45% do biofilme quando se usou 1 uM de corante
e 3 minutos de irradiacao.

Depois do tratamento do biofilme de A. actinomycetemcomitans
usando a TFD com Azul de metileno (Figura 24) observamos que quando
foi usado 0,5 UM com um minuto de irradiacdo (0,65 J/cm?) ndo houve
alteracdo no biofilme de A. actinomycetemcomitans, porém quando se
aumentou o tempo de irradiacdo (2 J/cm?) algumas &reas sem o
desenvolvimento do biofilme foram observadas, indicando que a TFD
causa o desprendimento das células do biofilme previamente aderidas no
poco da placa de cultura. E quando 1,0 pM com 1 e 3 minutos de

irradiagao foram usados, grandes areas com o desprendimento do
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Figura 22. O efeito da TFD sobre o biofilme formado por Aggregatibacter
actynomicetemcomitans depois de crescer por 24 horas em microaerofilia.
O Dbiofilme previamente formado foi incubado com diferentes
concentragcoes de Rose Bengal 0.01 pM, 0.1 uM, 0.5 uM e irradiado por 1
minuto e 3 minutos. As placas foram incubadas a 37 °C em microaerofilia
por 24 horas e foram fotomicrografadas conforme descrito em Materiais e

Métodos.
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Figure 23. O efeito da TFD sobre o biofilme de A. actinomycetemcomitans
crescido durante 24 horas e incubado em microaerofilia O biofilme
previamente formado foi incubado com diferentes concentracdes de Rose
Bengal durante 30 minutos como descrito em materiais e métodos.
(circulo aberto) sem fotoirradiagao (circulo fechado) 1 minuto e (quadrado
fechado) 3 minutos de fotoirradiacdo. As placas foram incubada a 37 °C
em microaerofilia por 24 horas para quantificar as células do biofilme com

cristal violeta conforme descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 24. O efeito da TFD sobre o biofilme formado por Aggregatibacter
actynomicetemcomitans depois de crescer por 24 horas em microaerofilia.
O Dbiofilme previamente formado foi incubado com diferentes
concentracoes de Azul de metileno 0.5 pM, 1.0 yM e irradiado por 1
minuto e 3 minutos. As placas foram incubadas a 37 °C em microaerofilia
por 24 horas e foram fotomicrografadas conforme descrito em Materiais e

Métodos.
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biofilme foram observadas, e quando se quantificou o biofilme tratado
com TFD e Azul de metileno (Figura 25) esses dados foram confirmados.

Eritrosina 0,5 yM com 1 e 3 minutos de irradiacdo tiveram similares
reducao do biofilme, mas quando a concentracao de Eritrosina aumentou
para 1,0 pM, um aumento da reducdao do biofilme foi observado
principalmente quando aumentou o tempo de irradiagao (Figura 26). A
guantificacdo das bactérias presente no biofilme (Figura 27) e a
visualizagdo microscopica do biofilme mostraram que Eritrosina foi mais
eficiente do que Rose Bengal e Azul de metileno, para inativar o biofilme
de A. actinomycetemcomitans usando TFD.

A eficiéncia da TFD sobre biofilmes é amplamente estudada por
varios pesquisadores. Zanin et al. (2005) verificou que a TFD usando 100
mg/L de Azul de toluidina com um laser He-Ne ou LED (49 e 294 J/cm?)
promoveu a reducao do biofilme de Streptococcus mutans em 99%.
Wilson et al. (1996) mostrou que a viabilidade do biofilme de
Streptococcus sanguis é reduzida pela TFD usando laser diodo arseniato
de galio e aluminio (4,1 J/cm?) combinado com aluminio ftalocianina
como fotossensibilizador. Wood et al. (1999) relatou uma significativa
morte do biofilme quando ele foi tratado com o fotossensibilizador Zn(II)
ftalocianina e exposto durante 30 minutos a 400 W (lampada com
filamento de tungsténio).

Wood et al. (2006) comparou o uso de trés diferentes agentes
fotossesnsibilizadores. Eritrosina, Photofrin e Azul de metileno (todos na

concentragao de 22 yM) para fotoinativar o biofilme de S. mutans, usando
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Figura 25. O efeito da TFD sobre o biofilme de A. actinomycetemcomitans
crescido durante 24 horas e incubado em microaerofilia .O biofilme
previamente formado foi incubado com diferentes concentracdes de Azul
de metileno durante 30 minutos como descrito em materiais e métodos.
0.5 uM (barra aberta) ou 1.0 uM (barra cheia) durante 1 minuto e 3
minutos de fotoirradiacdo. As placas foram incubadas a 37°C em
microaerofilia por 24 horas para quantificar as células do biofilme pela
metodologia do cristal violeta como descrito em Materiais e Métodos.*p <
0.05.
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TEMPO DE IRRADIACAO (MIN)
ERITROSINA 5 1 3
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Figura 26. O efeito da TFD sobre o biofilme formado por Aggregatibacter
actynomicetemcomitans depois de crescer por 24 horas em microaerofilia.
O Dbiofilme previamente formado foi incubado com diferentes
concentracoes de Eritrosina 0.5 uM, 1.0 pM e irradiado por 1 minuto e 3
minutos. As placas foram incubadas a 37 °C em microaerofilia por 24
horas e foram fotomicrografadas conforme descrito em materiais e

meétodos.
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Figure 27. O efeito da TFD sobre o biofilme de A. actinomycetemcomitans
crescido durante 24 horas e incubado em microaerofilia. O biofilme
previamente formado foi incubado com diferentes concentracoes de
Eritrosina durante 30 minutos como descrito em materiais e métodos. 0.5
MM (barra aberta) ou 1.0 uM (barra cheia) durante 1 minuto e 3 minutos
de fotoirradiacdo. As placas foram incubadas a 37°C em microaerofilia por
24 horas para quantificar as células do biofilme pela metodologia do cristal

violeta como descrito em Materiais e Métodos. *p < 0.05.
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uma lampada de tungsténio de 400 W com uma intensidade de luz de
22,7 mW/cm? para Eritrosina e 22,5 mW/cm? para Photofrin e Azul de
metileno. Eritrosina foi mais efetiva do que Photofrin e Azul de metileno,
reduzindo o biofilme de S. mutans em 48% comparado com 41% quando
se usou Azul de metileno e 0,04% com Photofrin.

Finalmente Metcalf e colaboradores (2006), também verificaram o
efeito da TFD sobre o biofilme de S. mutans usando Eritrosina a 22 pM
com uma dose de luz de 6,75 J/cm?, observaram uma reducdo de 57%
nas células do biofilme.

Os resultados desse trabalho nos mostra que a exposicao do
biofilme de A. actinomycetemcomitans a luz do fotopolimerizador de
resina odontoldgica que emite baixa intensidade de energia (0,65 e 2
J/cm?) em presenca de Rose Bengal, Azul de metileno e Eritrosina como
agentes fotossesibilizadores promovem a redugao desse biofilme, sendo
gue essas reducdo é mais significativa quando de usa Eritrosina como
agente fotossensibilizador que promoveu uma reducdao de 67,2% do
biofilme enquanto que azul de Metileno e Rose Bengal promoveram
53,3% e 45% de reducao respectivamente (Tabela 1).

Também podemos observar que apesar da Eritrosina ser o agente
fotossensibilizador mais efetivo sobre a linhagem de A
actinomycetemcomitans tanto em meio plancténico quanto em biofilme a
reducdo da viabilidade observada sobre a cultura em meio planctonico foi
maior do que a observada no biofilme. Azul de Metileno apresentou uma

pequena variagao de seu efeito como agente fotossensibilizador sobre a
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cultura em meio planctonico e em biofilme reduzindo 3,3% a mais a
cultura de A. actinomycetemcomitans em biofilme e Rose Bengal
apresentou maior reducao sobre a cultura em meio plancténico.
Verificamos que a TFD foi mais efetiva em reduzir a viabilidade de A.
actinomycetemcomitans quando cultivada em meio planctonico.
Fontana et al. (2009), também verificou que bactérias da cavidade oral
organizadas em biofilme sao menos afetadas pela TFD do que quando
cultivadas em meio plancténico. A reducdo do efeito da TFD sobre o
biofilme se deve ao fato de que quando uma comunidade de
microrganismos esta agregada sobre uma determinada superficie,
formando um biofilme, elas tendem a ser mais resistentes a agentes
antimicrobianos e a TFD como demostrado nesse trabalho (Zanim et al.,

2005; Fontana et al., 2009).
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5. CONCLUSAO

A metodologia padronizada em nosso trabalho possibilitou o cultivo
de Aggregatibacter actinomycetencomitans em meio liquido (planctonico)
ou na forma de biofilme, tornando-se possivel assim a realizacao de testes
com a aplicacdao da Terapia Fotodindmica. A realizacdo da curva de
crescimento dessa linhagem bacteriana nos permitiu avaliar as
caracteristicas e o comportamento durante o seu crescimento, onde
atingiu a fase exponencial com 50 horas de cultivo.

Podemos observar que uma importante bactéria
periodontopatogenica, pode ser fotoinativada pela luz do fotopolimerizador
de resina odontolégica (que se encontra disponivel em quase todos os
consultérios odontoldgicos, sendo de baixo custo, facil manuseio, além de
nao apresentar emissao de luz UV-A ou UV-B) associado com os corantes
fotossensibilizadores Rose Bengal, Azul de metileno ou Eritrosina.

A maior concentragao dos corantes usadas nesse experimento (1,0
MM) é uma concentracdao que pode ser aplicada em uma terapia, pois esta
abaixo das concentracdes que podem causar alguma toxicidade para
células humanas. Nessa concentracdao Rose Bengal ndo apresentou
toxicidade a células de fibroblastos é foi efetivo (toxicidade no escuro) em
inativar 41,2% das células da linhagem bacteriana Aggregatibacter
actinomycetencomitans cultivadas em meio planctonico. Azul de Metileno
é usado em procedimentos clinicos em concentracdes bem maiores e, da
mesma forma, Eritrosina também é usada em produtos odontoldgicos em
concentragoes mais altas da empregada no presente estudo.
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A Terapia Fotodinamica foi efetiva para inativar células de
Aggregatibacter actinomycetencomitans cultivadas em meio planctonico e
em biofilme. A diferenca entre as concentracdes de corante que causa a
morte de bactérias na presenca e na auséncia de luz indica que os
compostos produzidos pela fotoativacao sao os responsaveis pela morte
celular.

Dos trés corantes estudados Eritrosina foi o corante que promoveu
uma maior reducao da \viabilidade celular de Aggregatibacter
actinomycetencomitans cultivada em meio planctonico e em biofilme 75%
e 67,2% respectivamente, e foi o corante que apresentou menor redugao
da viabilidade celular bacteriana per se 14%. Diante dos resultados a
Eritrosina € o melhor corante para ser usado na TFD nas condigdes
estudadas nesse trabalho.

Azul de Metileno proporcionou uma redugao da viabilidade de
Aggregatibacter actinomycetencomitans em 50% quando cultivada em
meio planctonico e 53,3% em biofilme, Rose Bengal reduziu a viabilidade
de Aggregatibacter actinomycetencomitans em 54,4 e 45% em meio
plancténico e em biofilme respectivamente. Diante desses resultados, Azul
de Metileno foi o segundo corante mais efetivo em diminuir a viabilidade
bacteriana de Aggregatibacter actinomycetencomitans em biofilme e Rose
Bengal foi o terceiro corante mais efetivo em diminuir a viabilidade
bacteriana cultivada em biofilme.

A sensibilidade a TFD das células bacterianas cultivadas em biofilme

é uma indicacao clara de que essa terapia pode ser uma opcao efetiva
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para o tratamento clinico da doenca periodontal, que esta diretamente
associada a formacdo de biofilme bacteriano, tendo a vantagem de nao

apresentar efeitos colaterais como a terapia medicamentosa.
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