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Resumo

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia das alteragdes na concentragao de
fotossensibilizador e fluéncia de energia de irradiacao de /aser vermelho (660 nm) na viabilidade de cul-
turas bacterianas derivadas de dentina cariada humana apos a aplicacao da terapia fotodinamica (TFD)
mediada pelo azul de metileno (AM). Material e método: Utilizaram-se culturas bacterianas derivadas
de amostras de dentina cariada de pacientes e uma linhagem de Escherichia coli. Utilizaram-se formulagdes
de azul de metileno nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL para a aplicagio da TFD. Foi utilizada fonte de
laser vermelho (660 nm) na poténcia de 40 mW com trés fluéncias diferentes (6,8; 20,55 e 61,65 J/cm?).
Resultados: O tratamento com AM nas duas concentra¢des testadas (25 e 50 pg/mL) nio apresentou
atividade antimicrobiana em todas as culturas bacterianas testadas. Para as culturas bacterianas derivadas
de dentina cariada, a fluéncia de energia de 6,8 J /cm? nio promoveu efeito fotodinimico quando combi-
nada com AM; as energias de 20,55 e 61,65 J/cm? foram efetivas na reducio da carga microbiana, sendo
a fluéncia de 61,65 J/cm? a mais indicada para a aplicacio da TFD antimicrobiana. As culturas de E. co/i
foram suscetiveis a atividade antibacteriana da TFD nas trés fluéncias de energia testadas. Conclusio:
Os resultados demonstram que a TFD mediada pelo AM nas duas concentragoes testadas (25 e 50 ug/mL)
e combinada com a irradiacdo de /aser nas fluéncias de 20,55 e 61,65 J/cm?, promoveu uma diminuigio
significativa da carga bacteriana das culturas derivadas de amostras de dentina cariada testadas.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica. Carie dental. Azul de metileno.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate the efficacy of antimicrobial photodynamic therapy (PDT)
mediated by methylene blue (MB) in two concentrations (25 e 50 ug/mL) and different red laser (660 nm) energy
irradiation on bacterial suspensions derived from infected carious dentine samples. Material and method:
Bacterial suspensions derived from infected dentine samples and Escherichia coli cell suspensions were used in
this study. MB in two concentrations (25 e 50 ug/mL) alone or in combination with red laser (660 nm) irradia-
tion in different energies (6,8; 20,55 e 61,65 [/cm?) were used to apply PDT in the bacterial suspensions. Results:
MB alone had no significant antibacterial effect against the tested bacterial suspensions. In bacterial suspensions
derived from infected carious dentine, MB combined with 6,8 |/cm? laser irradiation did not show the antibacterial
effect of PDT. Laser irradiation with 20,55 e 61,65 ]/cm? combined with MB treatment, produced a significant
antibacterial effect, but 61,65 ]/cm? was the most effective tested laser energy. Bacterial suspensions of E. coli were
decreased their bacterial load in all tested laser energies. Conclusion: The results presented in this study suggest
that PDT mediated by MB in both tested concentrations (25 e 50 ug/mL) could be used in effectively antibacterial

clinical protocols in dentistry.

Keywords: Photodynamic therapy. Dental caries. Methylene blue.

Introdugao

A terapia fotodinamica (TFD) é uma moda-
lidade terapéutica utilizada para o tratamento de
tumores superficiais e infec¢oes locais que combina
a utilizacao de farmacos fotossensiveis, conhecidos
como fotossensibilizadores (FS), ativados porluzem
comprimento de onda especifico. A ativacao desses
FSs pela luz conduz essas moléculas a situacoes de
grande instabilidade quimica que serdo estabilizadas
pela transferéncia de energia do FS as moléculas
do meio. Formam-se na presenca de oxigénio, {fons
peroxidos, superoxidos e radicais hidroxilas, gerando
uma cascata de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Aliberagao dessas EROs promove o efeito citotdxico
da TFD sobre as células-alvo (1-3).

Existem publica¢bes a respeito da TFD
desde o inicio do século XX, porém, somente no
final de 1980 aplicou-se efetivamente essa tecno-
logia na saude humana; primeiramente no tratamento
de tumores malignos superficiais e, em seguida, no
tratamento de infecgdes locais, fungicas e bacte-
rianas. Na odontologia, a TFD ja foi utilizada
como tratamento de lesdes pré-malignas de mucosa,
como adjuvante na terapéutica periodontal e endo-
dontica, bem como no tratamento de prevencao
da carie (3).

Para o tratamento de infecgoes bucais, os
derivados de fenotiazinas, azul de metileno e azul de

toluidina foram os farmacos fotossensibilizadores
mais estudados naliteratura. Diversos estudos clinicos
relataram a aplicagdo da TFD, mediada por FSs, no
tratamento de periodontite e na descontaminagao
endodontica. No entanto, existe certa dificuldade
na comparagao desses artigos pelo fato de que os
padrdes utilizados na TFD, como concentragao de
fotossensibilizador, vatiam desde 5 pg/ml. (4) até
10 mg/mL (5-7), além do tipo e da dose de energia
luminosa serem geralmente diferentes (1).

Com relagao aos estudos 7z vitro e ex vivo que
avaliam a efetividade da TFD sobre bactérias cario-
génicas, a grande variancia de padroes de dosimetria
e concentracao de FS torna a comparagao entre os
estudos complexa (8-11). Dentro desse contexto, o
presente estudo tem por objetivo avaliar a influéncia
das alteracdes na concentracio de fotossensibiliza-
dor e na fluéncia de energia de irradiacao de /laser
vermelho (660 nm) na viabilidade de culturas bac-
terianas derivadas de dentina cariada humana apds
a aplicagao da TFD mediada pelo azul de metileno.
Os principais achados deste estudo sio que ambas
as concentracoes testadas, 25 e 50 pg/ml., foram
efetivas na geracao de efeito bactericida fotodinamico
contra as culturas bacterianas testadas. Quanto as
fluéncias de energia testadas, aenergiade 61,65 ] /cm?
apresentou os melhores efeitos bactericidas quando
combinada com as solucoes fotossensibilizadoras de
azul de metileno.
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Material e método

Solugao fotossensibilizadora e
fonte do laser

As solucdes de azul de metileno (25 e 50
ug/mL) foram preparadas separadamente em con-
centra¢des iniciais de 250 e 500 pg/mL de azul de
metileno diluidas em dlcool absoluto. Essas solucoes
iniciais foram diluidas em solugao tampao (fosfato)
paraatingir as concentra¢des finais de 25 e 50 ug/mlL.
respectivamente. Utilizou-se equipamento emissor
de laser vermelho (MMoptics™, Sao Carlos, Brasil)
com comprimento de onda de 660 nm e poténcia
maxima de saida de 40 mW.

Culturas bacterianas derivadas de
dentina cariada e E. coli

Para o estabelecimento de culturas deri-
vadas de amostras de dentina cariada, pacientes em
tratamento para remogao de tecido cariado foram
devidamente informados sobre a coleta das amostras
e seus respectivos objetivos. Como forma de forma-
lizar essas informagdes, os pacientes assinaram um
termo de compromisso livre e esclarecido, aprovado
pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP-FM
068/2008).

Raspas de dentina cariada obtidas delesoes
de carie de dois pacientes foram coletadas e imedia-
tamente inseridas em um Eppendorf contendo 1 mL
de meio de cultura BHI (Brain-Hearth-Infusion,
Sigma™) liquido. As amostras foram transportadas
para o laboratério (tempo médio de 60 minutos), o
conteudo agitado em sistemas de agitacio Vortex™
por 60 segundos e o sobrenadante transferido para
um tubo Falcon contendo 10 mL de meio BHI
liquido. Essa cultura foi mantida sob agitagao (200
rpm) por 48 horas a 37 °C em estufa com Shaker
(Certomat - Biotech International™).

Separaram-se amostras dessa cultura em
tubos Eppendorfs contendo 1 mL, com aproxima-
damente 10 células/mlL e mantidas em geladeira
(4 °C) para utilizacao em um periodo maximo de
trés semanas. Os procedimentos foram realizados
em camara de fluxo laminar, cuja luz ultravioleta
permaneceu ligada por 25 minutos antes do uso.

Utilizaram-se culturas bacterianas de E. co/, linha-
gem ATCC BL21 (DE3) (bactéria gram-negativa),
mantidas em cultura sob condi¢des idénticas as
utilizadas para as culturas de amostras de den-
tina cariada.

Terapia fotodinamica sobre
culturas bacterianas

Para a aplicaciao da TFD, amostras (1 mL)
de cultura bacteriana contendo aproximadamente
10” células/mL (OD = 0,8) foram centrifugadas
(3000 rpm/3 minutos) para remo¢ao do excesso
de meio de cultura. Removeu-se o sobrenadante de
meio de cultura, adicionando-se 1 ml. de solucao
de azul de metileno de 25 ou 50 pg/ml ao tubo
de ensaio contendo o pellet bacteriano. Manteve-se
conjunto sob agitacao de 200 rpm em estufa com
Shaker (Certomat - Biotech International™) a 37 °C
durante 5 minutos para a internalizacao do azul de
metileno pelas células bacterianas. Para os grupos
controle,a solucao de azul de metileno foi substituida
por tampao fosfato estéril.

Ap6s o periodo de internaliza¢do, as sus-
pensoes bacterianas foram centrifugadas a 3000
rpm por 3 minutos, com a finalidade de remover o
sobrenadante de tampao fosfato ou fotossensibiliza-
dor. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas
em 1 mL de tampao fosfato com descarte de 900
ul, bem como foram ressuspendidos os 100 plL
restantes em 1000 uL. de tampao fosfato estéril.
Essa dilui¢io objetivou atingir concentragao de
aproximadamente 10° bactérias/mL. Em placa de
96 pocos essas suspensoes bacterianas em tampao
fosfato foram plaqueadas. Cada poco refere-se a um
diferente grupo experimental, recebendo 200 pl. da
suspensao. A distribui¢ao separada dos pogos tem por
objetivo minimizar os efeitos da irradia¢ao com laser
nos diferentes grupos experimentais. Apresenta-se,
na Figura 1, sequéncia de tratamento dos diferentes
grupos experimentais.

Realizou-se a dosimetria da energia aplicada
para as culturas bacterianas tomando por base a
area superficial de um pogo de uma placa de cultura
de 96 pogos (~ 0,35 cm?); a variagao da energia ¢
determinada pelo tempo de exposicao. As energias
utilizadas neste estudo correspondem a energia de
1, 3 ou 9 minutos de irradiacao (Figura 2).
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A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All

B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12
D1 D2 D3 D4 D5 D7 D8 D9 D10 D11 D12
E1 E2 E3 E4 E5 Eo6 E7 E8 E9 E10 E11 E12
F1 IE2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
G1 G2 G3 G4 G5 Go6 G7 G8 G9 G10 Gl11 G12

@ H2 H3 H4 H5 Ho H7 HS8 H9 H10 H11 H12

Grupo experimental Pogo Internalizagio Laser (660 nm) (40mW)
AM - 5 minutos

Controle Al PBS —

AM 25 ou 50 pg/mL B1 AM 25 ou 50 pg/mL —

AM (25 ou 50 pg/mL) + laser Al2 AM 25 ou 50 pg/mL 1 minuto = 6,8 J/cm?
AM (25 ou 50 pg/mL) + laser H1 AM 25 ou 50 pg/mL 3 minutos = 61,65 J/cm?
AM (25 ou 50 pg/mL) + laser D6 AM 25 ou 50 pg/mL 9 minutos = 20,55 J/cm?

Figura 1 - Esquema de aplicacio da terapia fotodinamica nas suspensdes bacterianas com os
respectivos tratamentos experimentais. Utilizou-se uma placa de 96 pogos separada
para cada cultura bacteriana e para cada concentracio de AM

(a) Dose: M = p.ex. 00t X0 6 = 6,85]/cm?

area do pogo 0,35 (cm?)

Onde P (W) do laser ¢ fixa: 40 mW = 0,04 W area do poco ¢ fixa: 0,35 cm?

(b) 1 minuto ~ 6,85 ]/cm?
3 minutos ~20,55]/cm?
9 minutos ~ 61,65]/cm?

Figura 2 - (a) Férmula para a determinacdo da dose de energia utilizada nos
experimentos. (b) Referéncia da densidade de energia aplicada nos
diferentes tempos de aplicacao de Jaser
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Quantificagao bacteriana por
meio de contagem de unidades
formadoras de coldnias

Apbs a aplicagao dos tratamentos, as sus-
pensoes bacterianas foram diluidas em PBS (1:10),
em seguida plaqueadas (300 pulL) em placas de Petri
contendo meio BHI-Agar. As suspensoes bacte-
rianas foram espalhadas nas placas de petri com
auxilio de esferas de vidro autoclavadas. As placas
foram mantidas em estufa a temperatura de 37 °C.
Apo6s 24 horas de incubagao, retiraram-se as placas
da estufa para a contagem de unidades formadoras
de colonias (UFC). Para cada grupo experimental,
foram preparadas trés placas (n = 3). Repetiu-se o
conjunto de experimentos duas vezes para confir-
macao dos resultados.

Analise estatistica

Calculou-se a média e¢ o desvio-padrao
dos valores obtidos na contagem das UFC nas trés
placas de cada grupo experimental e analisaram-se

as diferencas entre esses valores pelos testes de
ANOVA e Tukey. As diferengas foram considera-
das estatisticamente significantes para o valor de
p < 0,001.

Resultados e discussio

A Figura 3 mostra os resultados obtidos na
contagem das UFC das culturas bacterianas derivadas
de dentina cariada das amostras dos dois pacientes
utilizadas neste estudo (P1 e P2). A Figura4 mostra os
resultados das culturas de E. co/i apds os respectivos
tratamentos experimentais (E. co/).

O tratamento com as solucoes de azul de
metileno testadas (25 e 50 pg/mlL) isoladamente
nao apresentaram efeito citotoxico nas culturas
bacterianas. A reducdo da carga bacteriana foi sig-
nificativa quando o tratamento com AM nas duas
concentracoes (25 e 50 pg/mL) foi combinado com
irradiacao /aserna fluéncia de 20,55 ¢ 61,65 J /cm?.
ATFD (2550 ng/mL) com 6,8 ]/ cm?nio foi capaz
de reduzir significativamente a carga bacteriana em
comparacao ao tratamento com AM sozinho.
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Figura 3 - Atividade antimicrobiana em diferentes concentracoes e com diferentes fluéncias de irradiacio de laser sobre
culturas bacterianas derivadas de amostras de dentina cariada. Cultura bacteriana P1 (a) e P2 (b). *Representa
diferenca significante (p < 0,001) ao controle P1 e P2. +Representa diferenca significante ao AM 25 pg/mlL.
# Representa diferenca significante a0 AM 50 ug/mL
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Figura 4 - Atividade antimicrobiana em diferentes concentragdes e com dife-
rentes fluéncias de irradiaciao de /aser sobre culturas bacterianas de
E. coli. *Representa diferenca significante (p < 0,001) ao controle

Os resultados apresentados na Figura 3 (b)
(P2) sdo semelhantes aos descritos para P1, onde a
combinacao de AM nas duas concentracoes testadas
(25 e 50 ng/mL) com /aserpromoveu a reducao signi-
ficativa da viabilidade bacteriana com as fluéncias de
20,55 J/ecm? e 61,65 J/cm?. O tratamento com AM
sozinho foi diferente significativamente do controle
somente na concentracao de 50 pg/ml. ATFD com
6,8 J/cm? nao promoveu a redugio da viabilidade
bacteriana em comparagio ao tratamento com AM
sozinho nas duas concentracoes testadas.

Os dados de contagem de UFC para E. co/i
apos os tratamentos experimentais, apresentados na
Figura 4, mostra que o tratamento sozinho com AM
nas duas concentracoes testadas nao foi bactericida
e que a combinagdo com irradiagao /asernas tres flu-
éncias testadas (6,8; 20,55 e 61,65 J/cm?) promoveu
uma redugao significativa na contagem de UFC.

Algumasimagens representativas das placas
de cultura com diferentes numeros de UFC apresen-
tadas pelas culturas bacterianas apds os respectivos
tratamentos sao mostradas na Figura 5.

Figura 5 - Placas de cultura com diferentes nimeros de UFC apresentadas pelas culturas bacterianas apos os res-
pectivos tratamentos. (a) Controle; (b) AM (25 ou 50 pg/mL); (c) TFD (AM + 6,8 J/cm?); (d) TFD
(AM + 20,55 J/cm?); (e) TFD (AM + 61,65 J/cm?)

Rev Clin Pesq Odontol. 2010 set/dez;6(3):249-57



Efeito da terapia fotodinamica mediada pelo azul de metileno sobre bactérias cariogénicas 255

Estes resultados sugerem que as duas con-
centracdes de AM testadas, 25 e 50ug/mL, foram
efetivas na aplicacio da TFD contra as culturas
bacterianas derivadas de amostras de dentina cariada.
Das trés doses de energia de luz testadas, a que pro-
moveu o melhor efeito bactericida foi 61,65 J/cm?,
quando combinada com as solugdes fotossensibi-
lizadoras de AM testadas. Esses resultados podem
ser uteis para fundamentar protocolos de aplicacio
clinica da TFD em lesoes cariosas e para outros
tipos de infec¢des bucais. Sendo técnica indolor,
nao invasiva e sem efeitos colaterais importantes, a
TFD apresenta potencial de aplicagdo como forma
de tratamento antimicrobiano mais confortavel e
efetiva aos pacientes (3).

A TFD com finalidades antimicrobianas é
alternativa promissora para o controle de infec¢oes
locais na pratica médica e odontoldgica (12-14).
Apresenta como possiveis vantagens a limitacao de
alguns efeitos adversos comuns a outros métodos
antimicrobianos, aplicacdo simples e rapida, largo
espectro de atuagao antimicrobiana, custo relativa-
mente baixo e seguranca de aplicagao em pacientes
imunossuprimidos. (15).

Diversos estudos ja demonstraram a efeti-
vidade da aplicagao da terapia fotodinamica mediada
pelo azul de metileno em diferentes linhagens de
culturas bacterianasisoladas (4, 16-18); recentemente,
estudos tém sido realizados com suspensoes bacte-
rianas mais complexas, com mais de uma espécie
bacteriana presente (8, 19). Comparagoes entre 0s
resultados obtidos nas culturas de amostras de dentina
(Figuras 3) e de E. w/i (Figura 4), demonstram que
as culturas isoladas de E. /i foram mais suscetiveis
ao efeito antimicrobiano da TFD mediada pelo azul
de metileno. Esses resultados sugerem que existem
espécies bacterianas nas amostras de dentina cariada
com diferentes niveis de suscetibilidade aos efeitos
da TFD mediada pelo AM.

Aideia de utilizaramostras polimicrobianas,
em vez de linhagens isoladas, ¢ mimetizar as infec-
¢oes observadas na clinica, em que sempre estao
presentes amostras formadas por diferentes espécies
bacterianas. A associagao dessas diferentes espécies
naformagao de biofilmes é extremamente importante
para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana
a protocolos antibiéticos. Uma espécie bacteriana
pode se tornar mil vezes mais resistente ao efeito
antimicrobiano de uma substancia quando estiver
associada em comunidades microbianas (8, 19). Os

mecanismos envolvidos nesse processo de resisténcia
passam desde a protecao fisica da comunidade até a
inativacao enzimatica das moléculas antimicrobianas
por outras espécies presentes no biofilme.

A TFD ¢ a combinac¢io entre fairmacos
fotossensibilizadores e luz em comprimento de onda
especifico. As concentragdes de AM testadas (25 e 50
ug/mL) nio apresentaram diferencas no desenvol-
vimento do efeito bactericida. Em contrapartida, as
trés doses de energia testadas apresentaram diferentes
citotoxicos para as culturas bacterianas testadas. O
padrao de geragao de EROs e, consequentemente,
o efeito bactericida de TFD ¢ especifico para cada
tipo de farmaco FS. Das trés fluéncias de energia
testadas nesse estudo (6,85; 20,55; 61,65 J/cm?) a
de 61,65 J/cm? foi a mais efetiva, porém, as meno-
res doses de energia também promoveram o efeito
fotodinamico do AM contra as culturas bacterianas
testadas. O aumento da fluéncia de energia promove
um aporte maior de fétons na regiao-alvo que irdo
interagir de maneira mais intensa com as moléculas
de AM e, consequentemente, gerar uma cascata de
EROs maior e por final um efeito bactericida mais
pronunciado (9, 20).

Para a aplicagao no tratamento de lesGes
cariosas, a producao de radicais livres — e a conse-
quente citotoxicidade para células bacterianas — nao
sao os unicos efeitos biolbgicos observados quando
drogas fotossensiveis sao combinadas com ailumina-
¢ao de Jaservermelho em baixa poténcia. A aplicacdo
de Jaser em baixa poténcia nas lesdes profundas de
carie também tem sido levantada como uma meto-
dologia para induzir a regeneracao do tecido pulpar
por meio da biomodulacio positiva desse tecido. Os
mecanismos de biomodulagao ligada a aplicagao de
laserrelacionam-se com a estimulacao daatividade de
citocromos mitocondriais fotossensiveis, responsa-
veis pela sintese de ATP e consequente estimulagao
das mais diversas atividades celulares (21-23).

Os resultados apresentados neste estudo
corroboram outros apresentados na literatura, mos-
trando que a TFD mediada pelo AM ¢ efetiva na
diminui¢do da carga bacteriana de culturas de E. co/i
e de culturas polimicrobianas derivadas de amostras
de dentina cariada. As duas concentracoes de AM
testadas (25 e 50pug/ml) mostraram-se efetivas e a
energiade /aserque apresentou os melhores resultados
na indu¢io da TFD foi a de 61,65 J/cm?.

Esses resultados, juntamente com os diver-
sos estudos da literatura, sugerem boas perspectivas
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para a formulagao de protocolos clinicos adequados
para o tratamento de lesGes cariosas e outras formas
de infec¢des bucais com a terapia fotodinamica.
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