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CR§sumo 

RESUMO 

A redução de microrganismos patogênicos da superfície dental é um dos fatores 

principais envolvidos na prevenção e controle da doença cárie. Neste estudo 

avaliou-se o efeito antimicrobiano da terapia fotodinâmica sobre microrganismos 

bucais in vitro e in situ utilizando um laser diodo de 660 nm (meio ativo de 

arseneto-gálio-alumínio da DMC Equipamentos Ltda, emissão contínua, potência 

de entrada na sonda de 21 mW, sonda de 0,8 em de diâmetro com perda de 24%, 

potência de saída na sonda de 16 mW e densidade de energia de 28,8 J/cm2
) 

associado ao corante azul de toluidina O na concentração de 100 llg/ml (Sigma 

Cl 52040). Suspensões bacterianas foram submetidas aos tratamentos com 

corante, com laser e com corante e laser ao mesmo tempo. A total inibição de 

crescimento foi encontrada in vítro para Streptococcus mutans, Streptococcus 

sobrinus, Streptococcus. cricetus, Lactobacillus acidophílus e Lactobacillus casei. 

Reduções estatisticamente significativas foram encontradas para Streptococcus 

sanguinis e a ausência de efeito antimicrobiano foi observado para Candida 

albicans. A aplicação da terapia fotodinâmica sobre pool de saliva humana in vítro 

demonstrou inibição total de crescimento para estreptococos grupo mutans e 

inibição parcial de crescimento para estreptococos totais. Os resultados da 

sensibilização dos microrganismos crescidos em biofilme dental in sítu 

demonstraram total inibição de crescimento para estreptococos grupo mutans, 

estreptococos totais e lactobacilos com reduções nas contagens respectivamente 
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de 2,4 x 105
, 4,8 x 106

, e 9,7 x 105 nos grupos não tratados para zero nos grupos 

submetidos à terapia fotodinâmica. A candida apresentou inibição parcial de 

crescimento estatisticamente significativa in situ. Assim, a terapia fotodinâmica é 

efetiva para a redução de bactérias cariogênicas in vitro e in situ nos parâmetros 

testados. 
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ABSTRACT 

Elimination of pathogenic microorganisms from dental surface has been one of the 

most important factors related to dental caries control and prevention. In order to 

test the antimicrobial effect of photodynamic therapy on the susceptibility of oral 

microorganisms, the diode laser at 660 nm (a gallium-aluminium-arsenide laser 

from DMC Equipments Ltda, continuous mode, power input of 21 mW, sound 

diameter of 0,8 em with loss of 24%, power output of 16 mW and energy density of 

28,8 J/cm2
) in association with toluidine blue O at a concentration of 100 119/mL 

(Sigma Cl 52040) was evaluated in vitro and in situ. Suspensions of 

mícroorganisms were exposed to treatment with the dye, the laser and to dye and 

the laser together. Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus 

cricetus, Lactobacil/us acidophilus and Lactobacil/us casei showed total growth 

inhibition in vitro. A statistically significant reduction in microorganism was 

observed for Streptococcus sanguis, and no effect on the viability of Candida 

albicans was found after therapy. Total growth inhibítíon to mutans streptococcí 

and partial growth ínhibition to total streptococci were found when human saliva 

was exposed to the photodynamic therapy. Following, an in situ experiment was 

conducted in order to verify the effect of this therapy on dental biofilms. 

Microorganisms grown in biofilm presented total growth inhibition of mutans 

streptococci, total streptococci, and lactobacilli with the viable count, being 

respectively reduced from 2,4 x 105
, 4,8 x 106

, e 9,7 x 105 (control groups) to zero 
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(groups exposed to both laser and dye). A partial growth inhibition statistically 

significant in microorganism was observed for candida in situ. In conclusion, it was 

observed that the photodynamic therapy can effectively reduce in vitro and in situ 

cariogenic bacteria on tested parameters. 
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Introáução 

1. INTRODUÇÃO 

A microbiota indígena exerce um papel fundamental tanto na 

promoção de saúde como no surgimento de doenças. Sua presença contribui para 

o desenvolvimento do sistema imune podendo dificultar a colonização por 

microrganismos patogênicos (MCNABB & TOMAS!, 1981; THEILADE, 1990; 

MARSH & MARTIN, 1992) embora constitua também um reservatório de bactérias 

potencialmente patogênicas capazes de infectar os tecidos do hospedeiro 

(BOWDEN et a/., 1979; THEILADE, 1990). 

O desenvolvimento de doenças só ocorre depois do desequilíbrio da 

microbiota indígena levando ao favorecimento de bactérias potencialmente 

patogênicas. Para definir os processos envolvidos na cárie dental precisamos 

compreender a ecologia da cavidade bucal e identificar os fatores responsáveis 

pela transição de uma relação de comensalismo para uma relação patogênica da 

microbiota bucal para com o hospedeiro (MCKEE et a/., 1985; MARSH & MARTIN, 

1992). 

A presença de microrganismos patogênicos na superfície dental é um 

dos fatores predisponentes para o desenvolvimento da cárie que é reconhecida 

como uma doença infecciosa de caráter crônico, dependente da interação e 

associação de um hospedeiro susceptível, microrganismos cariogênicos e uma 

dieta rica em sacarose interagindo por um determinado período de tempo 

(LOESCHE, 1986). 

11 



Introáução 

Ocorre que os microrganismos não se depositam ou aderem 

diretamente à superfície dos cristais de apatita, eles se ligam a uma fina camada 

acelular composta por proteínas salivares e outras macromoléculas que recobrem 

as superfícies dentárias formando a película adquirida. Poucas horas após a 

exposição de uma superfície dental totalmente limpa ao ambiente bucal, a 

superfície não só estará recoberta por essa película, mas também por vários 

microrganismos formando o biofilme bacteriano (THYLSTRUP & FEJERSKOV, 

1995). 

O freqüente consumo de carboidratos fermentáveis podem levar a 

constantes quedas de pH no biofilme, gerando uma diminuição na proporção de 

bactérias ácido-sensíveis como Streptococcus sanguínís, Streptococcus bucalis, e 

Streptococcus mitis e um aumento nas proporções de bactéria acidúricas e 

acídogênicas como Streptococcus mutans e Lactobaci/Jus. O aumento nos índices 

de S. mutans e Lactobacillus leva a uma produção cada vez maior de ácido, 

promovendo a desmineralização do dente (CHALLACOMBE, 1980; MARSH, 

1994) e deixando a superfície dental mais susceptível ao aparecimento de lesões 

cariosas. 

Assim, a cárie dental resulta da formação de biofilmes bacterianos 

sobre a superfície dental e tecidos adjacentes e o seu tratamento envolve a 

remoção mecânica desses biofilmes. Nas últimas décadas, têm aumentado o 

interesse na possibilidade de substituir ou complementar a terapia mecânica com 

o uso de agentes anti-sépticos ou antibióticos (WILSON et a/., 1996). Ocorre, no 
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entanto, que o uso freqüente desses agentes no tratamento de doenças crônicas 

pode resultar no desenvolvimento de resistência por algumas espécies. 

Recentemente, a ação antimicrobiana dos lasers tem sido estudada em 

diversas áreas da odontologia. Os efeitos dos lasers nos diferentes tecidos estão 

intimamente relacionados com a distribuição da energia depositada, de modo que 

a propriedade óptica de cada tecido determina a extensão e a natureza da 

resposta tecidual que ocorre através de processos de absorção, transmissão, 

reflexão e difusão da luz laser (PINHEIRO, 1998). Os lasers podem ser 

classificados em dois grandes grupos: os lasers cirúrgicos, com capacidade de 

cortar tecidos duros e moles e os lasers não-cirúrgicos ou lasers terapêuticos com 

ação analgésica, antiinflamatória, biomoduladora e antimicrobiana (WALSH, 1997, 

BRUGNERA JUNIOR & PINHEIRO 1998). 

Nas últimas décadas, a ação antimicrobiana dos lasers terapêuticos 

tem sido estudada em um processo conhecido como fotossensibilização letal por 

laser (LLP) ou terapia fotodinâmica (SPIKES & JORI, 1987; MALIK et a/., 1990; 

WILSON et ai., 1992; BRATTI et ai., 1997; ROSENFELD et a/., 1998; KIRILL et ai., 

2000). Nessa terapia, a luz emitida por um laser terapêutico ativa um 

fotossensibilizador específico que passa então a demonstrar um efeito letal sobre 

as bactérias (STRINGER et a/., 1998). 

Como a maioria das bactérias orais não absorve a luz visível, a 

utilização de um cromóforo não tóxico que se fixe à parede bacteriana atraindo 

13 



Introáução 

para si a luz laser no momento da irradiação é essencial para que os lasers 

terapêuticos tenham ação antimicrobiana sobre bactérias orais (WiiLSON et ai., 

1992; WILSON, 1993). Desse modo, quando as bactérias são irradiadas por uma 

luz laser de comprimento de onda complementar, ocorre a absorção de fótons 

pelo corante, que é convertido para um estado excitado. A seguir, a energia 

transferida para as moléculas vizinhas pode resultar na formação de moléculas 

reativas como o oxigênio singleto, íons superóxidos, hidroxilas e outros radicais 

livres que podem danificar e, em último caso, matar as células bacterianas 

(SPIKES & JORI, 1987; MACROBERT et ai., 1989; MALIK et a/., 1990; DOBSON 

& WILSON, 1992; WILSON et ai., 1993a; BRATTI et ai., 1997). 

Desde que a terapia fotodinâmica idealizada para o tratamento do 

câncer foi adaptada para o uso sobre bactérias, vários estudos foram 

desenvolvidos associando diferentes fotossensibilizadores a lasers de baixa 

potência com comprimentos de onda diferentes (BERTOLINI et ai., 1990, 

DOBSON & WILSON, 1992; WILSON et ai., 1992; BURNS et a/.,1994; 

ROSENFELD et a/., 1998) O corante funciona como um agente de absorção 

óptica ou cromóforo, sendo essencial o uso de um corante adequado ao 

comprimento de onda do laser utilizado, bem como assegurar que o corante não 

apresente danos tóxicos ou irritantes aos tecidos (WALSH, 1997). 

O fato do fotossensibilizador não precisar ser mantido em altas 

concentrações na área infectada por longos períodos de tempo pode tornar a 

terapia fotodinâmica vantajosa para a obtenção de efeito antimicrobiano. Isso 
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porque, contrariamente ao que ocorre com o uso de anti-sépticos e antibióticos, o 

efeito antimicrobiano é obtido em tempos relativamente curtos de tempo tornando 

o aparecimento de bactérias resistentes improvável (MALIK et a/., 1990; WILSON 

et ai., 1995). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Microbiota associada à cárie dental 

Um ecossistema é constituído de uma comunidade de microrganismos 

vivendo em um ambiente envolvido por fatores abióticos tais como elementos 

físicos e químicos, de modo que o ecossistema bucal pode ser caracterizado pela 

presença de microrganismos dentro da cavidade bucal (THEILADE, 1990). 

Embora essa cavidade seja um ambiente úmido com uma temperatura 

relativamente constante (34°C a 36°C) e um pH próximo da neutralidade na 

maioria dos seus nichos, ela não pode ser considerada um ambiente uniforme. 

Existem diferentes ambientes na cavidade bucal, caracterizados pela presença de 

fatores físico-químicos específicos que suportam o crescimento de uma variedade 

de espécies de microrganismos (MARCOTTE & LAVOIE, 1998). 

A microbiota bucal dos humanos é altamente complexa e diversa, 

sendo caracterizada pela presença de cerca de 300 espécies bacterianas além de 

protozoários, fungos, micoplasmas e vírus. A diversidade anatômica existente na 

cavidade bucal e a interdependência entre as diferentes estruturas anatômicas é 

particularmente interessante. Os dentes são estruturas sólidas que oferecem sítios 

de colonização para os microrganismos tanto na região supragengival como na 

região subgengival. Em contraste, as superfícies mucosas são caracterizadas pela 

constante descamação promovendo a rápida eliminação das bactérias aderidas 

(MARCOTTE & LAVOIE, 1998). 
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A formação do biofilme dental representa um bom exemplo das forças 

envolvidas na manutenção da homeostase dos ecossistemas orais. Após a 

limpeza profissional da superfície dental, inicia-se a deposição de uma camada 

acelular denominada película adquirida (NYVAD, 1993). Os principais constituintes 

da película são componentes originários da saliva e do fluido gengiva! como 

proteínas, glicoproteínas e lipídios além de componentes bacterianos como as 

glicosiltransferases (MARCOTTE & LAVOIE, 1998). A colonização bacteriana da 

película adquirida ocorre aproximadamente 2 - 4 horas após a limpeza profissional 

(THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995). 

Os microrganismos pioneiros na colonização da película adquirida são 

os Streptococcus (S. sanguínis, S. ora/is e S. mitis) e em proporções menores 

Neisseria e Actinomyces. Neste momento, as bactérias com pouca ou nenhuma 

afinidade pela película são eliminadas pelo fluxo salivar, sendo que interações 

moleculares entre as proteínas da película e a superfície bacteriana são 

responsáveis pela especificidade da colonização bacteriana nos primeiros 

estágios de formação do biofilme dental (GIBBONS & HAY, 1988) Após a 

colonização inicial, os microrganismos pioneiros crescem rapidamente formando 

colônias que ficam embebidas em uma matriz extracelular composta por 

componentes de origem salivar e bacteriano (BOWDEN & EDWARDSSON, 1995). 

A seguir, relações interbacterianas como coagregação, produção de bacteriocinas 

e interações nutricionais contribuem para o aumento da diversidade bacteriana até 

atingir uma comunidade clímax em duas ou três semanas. O surgimento de 

18 



<l{evisão áe Líteratura 

doenças neste ambiente só ocorre quando há um desequilíbrio no ecossistema do 

biofilme bacteriano. Assim, um aumento significativo na freqüência e consumo de 

sacarose pode favorecer o desenvolvimento de espécies sacarolíticas acidúricas e 

acidogênicas como estreptococos grupo mutans e lactobacilos (CHALLACOMBE, 

1980; MARSH, 1994; MARCOTTE & LAVOIE, 1998), favorecendo a 

desmineralização do esmalte dental (THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995). 

A desmineralização das estruturas dentais como o esmalte, dentina e 

cemento é causada pelos ácidos produzidos por bactérias cariogênicas a partir da 

fermentação de carboidratos provindos da dieta. O consumo freqüente de 

carboidratos favorece a diminuição do pH no ambiente bucal. Caso o pH crítico 

para a solubilização da hidroxiapatita ou fluorapatita seja atingido, o processo de 

desmineralização se inicia e se não for controlado pode levar ao surgimento de 

lesões de cárie (CURY, 2001). 

A complexidade da comunidade bacteriana que coloniza a placa dental 

tem dificultado a determinação das bactérias que atuam no aparecimento das 

lesões cariosas. Entretanto, há evidências consideráveis de que os estreptococos 

grupo mutans (particularmente S. mutans e Streptococcus sobrinus) e os 

lactobacilos estejam envolvidos no início e progressão da cárie (LOESCHE, 1986). 

Estudos longitudinais revelaram que o aparecimento de cáries de esmalte é 

precedido por um aumento no número de estreptococos grupo mutans (NYVAD, 

1993; MARCOTTE & LAVOIE, 1998), embora um alto índice de S. mutans possa 

ser encontrado na placa dental sem evidência de cáries (NYVAD, 1993). Os 
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lactobacilos, por não terem capacidade de aderir à superfície dental, estão 

relacionados somente com o desenvolvimento subseqüente da cárie (HAMADA & 

SLADE, 1980), sendo encontrados quando a lesão pode ser detectada 

clinicamente (BURT et a/., 1985; KRASSE, 1988). Outras bactérias da placa 

dental, como S. sanguinis e Actinomyces, não parecem estar relacionadas com 

tais processos, mas é claro que certa proporção das lesões cariosas pode ser 

devida a outras espécies que não o S. mutans e o S. sobrinus (RUSSEL & 

JOHNSON, 1987). 

Assim, a cárie dental é uma doença caracterizada pela destruição 

localizada e progressiva dos tecidos duros do dente e está intimamente associada 

com a microbiota residente do biofilme dental (MARSH & MARTIN, 1992). Após a 

desmineralização do esmalte, a lesão progride lentamente em direção à dentina 

sendo caracterizada por uma área de dentina amplamente desmineralizada sob 

uma zona parcialmente desmineralizada infectada com bactérias (BURNS et ai., 

1994). 

Clinicamente, a diferenciação entre essas zonas e a remoção apenas 

da dentina contaminada é extremamente crítica, de maneira que grande 

quantidade de tecido sadio desmineralizado é removido durante o preparo 

cavitário (BURNS et a/., 1994). O uso de corantes tem sido recomendado para 

marcar as bactérias facilitando a remoção apenas da dentina infectada pelos 

clínicos. No entanto, de modo geral, o tratamento de lesões de cárie envolve a 

remoção de tecido sadio para ganhar acesso à lesão e permitir a remoção de 
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dentina desmineralizada infectada (WILSON et ai., 1995). Assim, seria 

interessante o desenvolvimento de uma terapia capaz de matar as bactérias 

favorecendo o prognóstico do elemento dental restaurado (BURNS et ai., 1994; 

BURNS et a/., 1995). 

2.2. Luz laser 

A luz laser é constituída por um feixe de luz com ondas paralelas, 

coerentes, monocromáticas e de mesma freqüência, emitindo um único 

comprimento de onda de luz. Os lasers situam-se em diferentes níveis do espectro 

das radiações eletromagnéticas de acordo com o comprimento de onda que 

emitem; o que é determinado pelo meio ativo que constitui o aparelho e pela 

diferença de energia entre órbitas de partida e chegada dos elétrons (TÚNER & 

HODE, 1996). 

Embora o laser seja uma forma de luz utilizada em diversas áreas na 

atualidade, incluindo a tecnologia aeroespacial, a área médica e odontológica, o 

uso terapêutico da luz vem sendo descrito desde os primórdios das civilizações. 

PINHEIRO (1998) cita os egípcios como sendo o primeiro povo a buscar a cura de 

lesões dermatológicas através da luz no ano de 2000 a.C. Por volta de 1400 a.C., 

relatos descrevem que alguns povos da Índia utilizavam uma pomada natural 

capaz de absorver luz solar para promover um efeito fotoquímico terapêutico no 

tratamento do vitiligo (MISERANDINO & PICK, 1995). 
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No entanto, a idealização teórica do desenvolvimento da luz laser só 

surgiu em 1917, quando baseado na teoria quãntica de Planck (1900), Albert 

Einstein publicou o tratado "Zur Quantum Theorie der Strahlung" no qual discutia 

as relações entre a quantidade de energia liberada nos processos atômicos e 

propunha a emissão estimulada de radiação (EINSTEIN, 1917). 

Em 1955, GORDON et a/. construíram o primeiro oscilador gama de 

ondas, chamado de M.A.S.E.R. (Microwave Amplification by Stimulated Emission 

of Radiation), sendo considerado um pré-laser. Nos anos seguintes, trabalhos 

desenvolvidos simultaneamente por cientistas americanos e russos demonstraram 

a possibilidade de construção de um laser, rendendo aos pesquisadores o Prêmio 

Nobel de Física em 1964. 

A construção do primeiro laser relatado na literatura é devida a 

MAIMAN (1960), utilizando um meio ativo sólido de rubi localizado na faixa visível 

do espectro eletromagnético da luz. Em 1961, JAVAN et ai. desenvolveram o 

primeiro laser de baixa potência de Hélio-Neônio (HeNe) e no mesmo ano 

JOHNSON (1961) construiu o laser de alta potência de Neodímio: Ítrio-Aiumínio

Granada (Nd:YAG). O laser de Dióxido de Carbono (C02) só foi desenvolvido por 

PATEL et a/. em 1964. 

Os primeiros relatos sobre o uso do laser em odontologia remontam de 

1964 onde STERN & SOANNAES irradiaram esmalte e dentina com um laser de 

rubi a fim de observar a redução da permeabilidade dentinária e melhorar a 
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resistência à desmineralização do esmalte dental. Estudos de ADRIAN et ai. 

(1971), onde os autores demonstraram que o laser de rubi era nocivo aos tecidos 

pulpares devido a grande quantidade de calor gerado durante a irradiação, o que 

gerava danos pulpares irreversíveis. Mais tarde, o médico Leon Goldman foi o 

primeiro pesquisador a tratar um dente vital com um laser de rubi. Nessa 

experiência, seu irmão e cirurgião-dentista não se queixou de dor durante ou após 

a irradiação da coroa dental. Assim, o primeiro tratamento odontológico com laser 

foi realizado por um médico, tendo como paciente um cirurgião-dentista 

(BRUGNERA JUNIOR & PINHEIRO 1998). 

LONGO (1988) descreve os lasers como equipamentos capazes de 

levar grandes quantidades de energia aos tecidos irradiados, com extrema 

precisão e interagindo com os tecidos de forma particular. Os lasers podem ser 

classificados em dois grandes grupos: os lasers cirúrgicos, ou que operam em alta 

potência e os lasers não-cirúrgicos, também conhecidos como lasers terapêuticos 

ou que operam em baixa potência (TÚNER & HODE, 1996). 

o efeito dos lasers geradores de calor como os lasers cirúrgicos de co2 

e ND:YAG na destruição das bactérias é conhecido na esterilização de bolsas 

periodontais (BAHCALL et ai., 1992; ROONEY et ai., 1994; ANDO et ai., 1996; 

GUTKNECHT et ai., 1996; MORITZ et a/., 1997), remoção de cálculos dentais e 

condicionamento radicular (WHITE et ai., 1991; MORLOCK et ai., 1992; ITO et ai., 

1993; WHITE et a/., 1993; TEWFIK et ai., 1994; RADVAR et ai., 1995; ANDO et 

a/., 1996; TUCKER et ai., 1996, MORITZ, 1998), limpeza e selamento de canais 
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radiculares (ZAKARIENSEN, et ai., 1986; DEDERICH et a/., 1990) e esterilização 

de instrumentais e implantes de titânio (ADRIAN & GROSS, 1979; 

ZAKARIENSEN, et a/., 1986; DEDERICH et ai., 1990; KATO et ai., 1998). Em 

geral esses lasers requerem elevadas dosagens de energia e atingem a superfície 

irradiada com altas temperaturas promovendo uma esterilização local por ação 

térmica, ao contrário do que ocorre no uso de lasers de baixa potência (ADRIAN & 

GROSS, 1979; ZAKARIASEN et a/., 1986; WALSH, 1997; KATO et ai., 1998). 

Os lasers de baixa potência têm como finalidade restabelecer o 

equilíbrio biológico celular melhorando as condições de vitalidade tecidual. Assim, 

esses lasers são reconhecidos por sua ação analgésica, biomoduladora e 

antiinflamatória sobre tecidos duros e moles produzido por efeitos fotoquímicos e 

fotoelétricos ao invés de efeitos térmicos (BRUGNERA JUNIOR et a/., 1991). 

A ação dos lasers de baixa potência sobre os tecidos do hospedeiro 

pode ser didaticamente dividida em: a) efeitos analgésicos com a diminuição de 

substâncias alógenas presentes em processos inflamatórios, normalização das 

concentrações iônicas intra e extracelulares, ação na repolarização da membrana, 

aumento da vitalidade celular, restabelecimento das funções normais, além de 

aumentar a produção de beta endorfinas por ação nas fibras espessas 

bloqueando as fibras neurais finas, causando analgesia; b) efeitos 

antiinflamatórios causando vasocronstrição, normalização da parede dos vasos, 

diminuição do edema e ativação dos mecanismos naturais de defesa; c) efeito 

biomodulador aumentando a concentração de ATP (adenosina tri-fosfato) nas 
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mitocôndrias, elevando a atividade mitótica e a síntese protéica, facilitando desse 

modo a regeneração vascular e nervosa (TUNÉR & HODE,1996; BRUGNERA 

JUNIOR & PINHEIRO, 1998). 

A ação antimicrobiana dos lasers de baixa potência só começou a ser 

efetivamente estudada na última década. A idealização de uma terapia bactericida 

onde a luz de um laser induzisse à morte de bactérias previamente sensibilizadas 

com um agente cromóforo provém da terapia fotodinâmica desenvolvida para o 

tratamento do câncer (SPIKES & JORI, 1987; MALIK et ai., 1990). Nesta terapia, 

as células cancerígenas são marcadas com um fotossensibilizador específico e 

irradiadas tendo como objetivo matar células mamárias malignas, sendo 

empregada no tratamento de vários tumores em humanos (SPIKES & JORI, 1987; 

DOUGHERTY et ai., 1990). 

2.3. Ação antimicrobiana dos lasers de baixa potência 

Para que a luz exerça algum efeito sobre as células bacterianas, 

primeiramente ela deve ser absorvida por um ou mais constituintes da bactéria. 

Luzes com comprimento de onda menores que 300 nm (espectro ultravioleta da 

luz) são absorvidas por proteínas e ácidos nucléicos, o que pode resultar em 

morte principalmente devido a alterações na estrutura do DNA. Desse modo, 

devido ao seu potencial mutagênico, comprimentos de onda situados no espectro 

ultravioleta da luz são impróprios para o tratamento de doenças infecciosas em 

humanos (WILSON, 1993). 
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Com relação à absorção da luz com comprimentos de onda maiores, 

algumas bactérias contêm componentes celulares que absorvem luzes com 

comprimentos de onda no espectro visível, podendo gerar a morte da célula. 

Durante esse processo conhecido como fotossensibilização letal por laser ou 

terapia fotodinâmica, componentes fotossensíveis passam para um estado 

excitado quando expostos a uma luz de comprimento de onda complementar, que 

é caracterizado pela passagem dos elétrons para níveis de energia superiores. 

Neste estado excitado, o fotossensibilizador pode interagir com o oxigênio 

molecular iniciando a formação de oxigênio singleto altamente reativo 

(fotoprocesso Tipo 11) ou interagir com outras moléculas como aceptores de 

elétrons resultando na produção de hidroxila e outros radicais orgânicos 

(fotoprocesso do Tipo I) (MACROBERT et ai., 1989). Os produtos dessas reações 

fotoquímicas podem então danificar componentes essenciais das células como a 

membrana citoplasmática por disrrupção ou alterar as atividades metabólicas de 

maneira irreversível, resultando na morte bacteriana (SPIKES & JORI, 1987; 

MALIK et ai., 1990; BRATTI et a/., 1997). 

O resultado da interação entre a luz laser e a célula bacteriana depende 

do comprimento de onda da luz, da potência do aparelho, do tempo de irradiação, 

do diâmetro da sonda, se a luz é emitida de modo contínuo ou pulsátil e se a 

irradiação é feita com o laser no modo focado ou destacado (WILSON, 1993; 

BRUGNERA JUNIOR JUNIOR & PINHEIRO, 1998). Fatores bacterianos também 

podem interferir nos resultados, principalmente no que diz respeito às 
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características fisiológicas da célula bacteriana, o estágio de crescimento em que 

ela se encontra e a densidade de células na suspensão. Entretanto, embora todos 

esses parâmetros sejam controlados, pequenas variações são inevitáveis, 

devendo ser consideradas na análise dos resultados (WILSON & MIA, 1993). 

Como a maioria das espécies bacterianas não apresenta componentes 

especiais com capacidade de absorção significativa pela luz visível, a utilização de 

um fotossensibilizador que atraia para si a luz laser e inicie a formação de radicais 

livres é importante (WILSON et a/., 1992). Assim células desprovidas de 

componentes fotossensíveis endógenos podem se tornar sensíveis à luz se forem 

coradas com fotossensibilizadores ou agentes cromóforos exógenos como o azul 

de metileno, azul de toluidina, rosa bengal, eosina e hematoporfirinas (WILSON, 

1993). 

No entanto, a habilidade de um componente em absorver uma luz 

incidente não significa necessariamente que ele possa atuar como um 

fotossensibilizador. Outros requisitos importantes são que ele não apresente 

características tóxicas para as células do hospedeiro além de permanecer em 

estado excitado por tempo suficiente para permitir a sua interação com as 

moléculas vizinhas e produzir espécies citotóxicas capazes de causar a morte 

bacteriana (MACROBERT et ai., 1989). 

Os únicos relatos do efeito bactericida de luzes incoerentes sobre 

bactérias remontam de MATHEWS & SISTRON (1960), onde os autores relataram 
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que espécies mutantes incolores de Sarcina lutea podiam ser mortas por uma luz 

policromática de tungstênio e lâmpadas fluorescentes quando previamente 

sensibilizadas com o azul de toluidina enquanto que VENEZIO et a/. (1985) 

demonstraram que S. mutans tratados com hematoporfirinas podiam ser mortos 

com 20 minutos de irradiação com a luz de uma lâmpada de projetor de 300 W. 

No entanto, a grande maioria dos trabalhos utiliza lasers de baixa 

potência na terapia fotodinâmica. MACMILLAN et a/. (1966) relataram que 

espécies Gram-positivas (S. lutea) e Gram-negativas (Escherichía colí e 

Pseudomonas aerugínosa) podem ser mortas por um laser de HeNe com 

comprimento de onda de 632,8 nm quando sensibilizadas com o azul de toluidina 

com pico de absorção máximo em 632 nm. 

Em 1975, TAKAHASHI et a/. demonstraram a importância do uso de um 

corante com pico de absorbância próximo ou idêntico ao com comprimento de 

onda da luz laser. Em seu estudo, o azul de toluidina não produziu efeitos danosos 

sobre E colí quando irradiada com uma luz de comprimento de onda de 590 nm, 

já que o azul de toluidina possui pouca ou nenhuma absorção por luzes com esse 

comprimento de onda. 

BERTOLONI et a/. (1984) encontraram que espécies Gram-positivas 

(Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis) podiam ser mortas pela luz 

branca na presença de hematoporfirina, mas os mesmos resultados não foram 

encontrados para espécies Gram-negativas (E co/i e Klebsiella pneumoniae). 
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MARTINETTO et ai. (1986) usando hematoporfirina como fotossensiilizador 

encontraram efeito letal do laser HeNe sobre S. aureus e E. co/i. 

Em 1994, WILSON & YIANNI avaliaram o efeito da terapia fotodinâmica 

sobre a viabilidade de cepas de S. aureus resistentes à meticilina. O laser utilizado 

foi um HeNe com 35 mW com uma dose de energia variando entre 0,5 a 2,1 J, 

associado ao corante azul de toluidina O (TBO) em diferentes concentrações (1 ,6-

12,5 J.Jg/mL). Os resultados demonstraram que a redução no número de 

microrganismos viáveis é dependente tanto da concentração do corante quanto da 

densidade de energia depositada. Uma redução de 4,47 log10 na contagem de S. 

aureus foi observada quando o corante azul de toluidina O (12,5 J.Jg/mL) estava 

associado a uma dose de energia de 2,1 J correspondendo a uma densidade de 

energia de 43 J/cm2 

Em 1997, GRIFFITHS et ai. fizeram um estudo semelhante com 16 

cepas de S. aureus resistentes à meticilina. No entanto, o laser utilizado era um 

diodo de índio-gálio-alumínio-fosforo com comprimento de onda de 673 nm e 

potência de 9,25 mW. O fotossensibilizador utilizado foi o alumínio dissulfonado 

fitalocianino (AIPcSz) com pico de absorção máximo em 675 nm e os resultados 

demonstraram que o efeito bactericida era dependente da concentração do 

fotossensibilizador e diretamente proporcional ao aumento da dose de energia. 

Além disso, os autores não observaram relação direta entre a quantidade de 

mortes e a fase de crescimento em que os microrganismos se encontravam. 
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MILLSON et a/. (1996) estudaram o efeito da fotossensibilização letal 

por laser sobre H. py/ori, uma bactéria constantemente associada a desordens 

gastrointestinais. Neste estudo, suspensões de He/icobacter pylori foram 

sensibilizadas com diferentes fotossensibilizadores e irradiadas com um laser de 

arseneto-gálio-alumínio (ArGaAI) de 660 nm e 11 mW com uma densidade de 

potência de 17 mW/cm2
. Outro grupo foi irradiado com um laser HeNe de 632,8 

nm e densidade de potência de 500 mW/cm2
. Embora o cristal de violeta e a 

tionina tenham sido ineficazes como fotossensibilizadores, zonas de inibição de 

crescimento foram encontradas para o azul de metileno, a fotoporfirina, o derivado 

da hematoporfirina, o azul de toluidina O e o AIPcS2 associados ao laser de 

comprimento de onda complementar. 

Os primeiros relatos da utilização da fotossensibilização letal por laser 

sobre bactérias orais foram realizados por WILSON et ai. (1992). Neste estudo os 

autores testaram 27 compostos como fotossensibilizadores observando que 16 

deles tinham capacidade de matar S. sanguinís quando associados ao laser HeNe 

com potência de 7,3 mW. Os mais efetivos eram o azul de toluidina O, azul de 

metileno, AIPcSz, o cristal de violeta e a dihematoporfirina éster (DHE). O efeito da 

terapia sobre a viabilidade dos microrganismos foi testado com densidades de 

energia variando entre 2,75 a 33 J/cm2 obtidos a partir da irradiação com tempos 

de exposição variando de 5 a 60 segundos. Neste mesmo estudo, TBO e azul de 

metileno foram efetivos na redução de Porphyromonas gingivalís, Fusobacterium 

nuc/eatum e Actinobaci/lus actinomycetemcomitans com os fotossensibilizadores 
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na concentração de 50 !Jg/mL e densidade de energia de 16,5 J/cm2 Em todos os 

casos, o uso do corante na ausência da luz laser não apresentou efeito 

significativo sobre a viabilidade dos microrganismos testados. 

No mesmo ano, DOBSON & WILSON (1992) estudaram a ação do 

laser HeNe com 7,3 mW de potência associado ao azul de toluidina O ou azul de 

metileno sobre A actinomycetemcomitans, F. nuc/eatum, P. gingivalis e S. 

sanguinis. Neste estudo, os microrganismos eram irradiados após o espalhamento 

das bactérias sobre placas de meio de cultura. A redução no número de 

microrganismos, demonstrada pelo o aparecimento de zonas de inibição de 

crescimento, foram encontradas para os quatro microrganismos com os corantes 

na concentração de 0,005% e densidade de energia de 16,5 J/cm2 

Estudos quantitativos sobre o efeito bactericida de S. sanguinis 

sensibilizados com TBO, azul de metileno ou tionina associados ao laser HeNe 

com 7,3 mW foram particularmente efetivos. Reduções na quantidade de 

microrganismos na ordem de 106 a 107 unidades formadoras de colônia (UFC) em 

relação aos controles foram obtidas com uma densidade de energia de 22 J/cm2 

(WILSON et a/. 1993a). Resultados semelhantes foram encontrados para A 

actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis utilizando o mesmo laser e 

densidade de energia quando associado ao TBO ou ao azul de metileno (WILSON 

et ai., 1993b ). 
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BURNS et ai. (1993) verificaram que bactérias cariogênicas também 

podem ser mortas por lasers de baixa potência associados a fotossensibilizadores 

específicos. Neste estudo os autores observaram que S. mutans, S. sobrinus, 

Lactobacil/us casei e Actinomyces viscosus eram sensíveis a exposição a um 

laser de HeNe de 7,3 mW e ao laser de arseneto-gálio-alumínio com 11 mW 

quando associados aos fotossensibilizadores azul de toluidina O e alumínio 

disulfonado fitalocianino, respectivamente. 

A ação da terapia fotodinâmica sobre bactérias associadas a doença 

periodontal foi estudada por SARKAR & WILSON em 1993, onde os autores 

utilizaram amostras de placa bacteriana de 20 pacientes com periodontite crônica. 

A redução significativa no número e tipos de espécies encontradas foram 

observados com um laser HeNe de 7,3 mW gerando uma dose de 219 mJ e uma 

densidade de energia de 16,5 J/cm2, quando associado ao corante azul de 

toluidina O (50 !Jg/mL). A redução média na contagem de bactérias aeróbias, 

anaeróbias e estreptococos viáveis foi de 90% sendo observada redução total de 

crescimento para P. gingivalis e 90% de redução nas bactérias anaeróbicas 

produtoras de pigmento negro em todos os pacientes onde eram detectáveis. 

WILSON & MIA (1993) estudaram o efeito do laser HeNe 7,3 mW 

associado ao cristal de violeta, azul de toluidina O, DHE e tionina, além do efeito 

do laser de arseneto-gálio-alumínio de 11 mW associado ao azul de metileno e ao 

AIPcS2 sobre Candida albicans. Esses microrganismos são encontrados 

principalmente na cavidade bucal de pacientes ímunodeprimidos. Reduções nas 
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contagens de C. albicans foram encontrados na utilização do laser HeNe com 

densidade de energia de 66 J/cm2 associado ao corante azul de toluidina O (100 

1,1g/mL). Além disso, os autores observaram redução de 20% na quantidade de 

microrganismos viáveis na presença do corante mesmo na ausência da luz laser. 

No entanto, resultados diferentes foram encontrados por PINHEIRO et 

a/. (1999) estudando os efeitos da irradiação dos lasers diodos de 635 e 670 nm 

sobre o crescimento de C. albicans com densidade de energia de 1 ,5 J/cm2 

quando irradiadas na presença e na ausência de outra fonte de luz artificial. Os 

autores observaram que as culturas irradiadas apresentaram maior crescimento 

do que os controles para os dois comprimentos de onda testados, sendo que esse 

crescimento foi maior nos grupos irradiados no escuro. Embora o maior 

crescimento tenha sido observado para as culturas irradiadas com o laser 635 nm, 

os resultados demonstraram que a irradiação C. albicans com o laser diodo na 

ausência de um fotossensibilizador específico promove a proliferação desse 

microrganismo nas condições testadas. 

BURNS et ai. (1994) estudaram a sensibilização de bactérias 

cariogênicas com AIPcS2 associado ao laser diodo de arseneto-gálio-alumínio 

sobre bactérias cariogênicas. Reduções de aproximadamente 106 UFC foram 

encontradas para S. mutans, S. sobrinus, Lactobacil/us casei e A. viscosus com a 

terapia fotodinâmica, não sendo encontrada efeito significativo na viabilidade das 

bactérias quando elas foram expostas somente ao laser ou ao fotossensibilizador. 
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BURNS et ai. (1995) também estudaram o efeito do laser HeNe e de 

ArGaAI associados aos fotossensibilizadores azul de toluidina O e AIPcS2 sobre 

suspensões de S. mutans em dentina humana. Quando fatias de dentina com 

vários graus de desmineralização estavam interpostos entre a luz laser e a 

suspensão bacteriana, um efeito bactericida da ordem de 107 UFC foi encontrado 

com uma dose de energia de 876, 1. 752 e 3.504 mJ para o laser HeNe e de 

1.188, 2.376 e 4.752 mJ para o laser ArGaAI. Os resultados deste estudo 

sugeriram não haver relação entre a proporção de morte bacteriana e o grau de 

desmineralização da dentina ao passo que maiores doses de energia promoviam 

um aumento na proporção de mortes. Quando os microrganismos estavam 

embebidos em uma matriz de colágeno no momento da irradiação a redução no 

número de microrganismos (108 até 1010 UFC) foi observada com doses de 

energia de 438 e 1.314 mJ para o laser HeNe e 594 e 1.782 mJ para o laser 

ArGaAI; concluindo que a terapia fotodinâmica pode ser efetiva sobre S. mutans 

mesmo quando as bactérias estão embebidas em dentina desmineralizada. 

Neste mesmo ano, WILSON et ai. (1995) realizaram um estudo a fim de 

avaliar se bactérias presentes na placa bacteriana podiam ser mortas pela terapia 

fotodinâmica. Para tanto, amostras de biofilme bacteriano coletados de 1 O 

voluntários foram tratados com azul de toluidina O e laser HeHe ou AIPcS2 e laser 

de arseneto-gálio (GaAs). Neste estudo a combinação TBO/HeNe foi mais efetiva 

do que AIPcSiGaAs com reduções de 2,9 log10, 5,4 log1o e 3,3 log10 nas 
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contagens de bactérias anaeróbicas, estreptococos e Actinomyces 

respectivamente, com uma dose de energia de 1,31 J. 

A fim de avaliar o efeito da terapia fotodinâmica sobre biofilmes 

organizados, WILSON et ai. (1996) avaliaram quantitativamente o efeito dessa 

terapia sobre S. sanguinís utilizando um fermentador de fluxo contínuo alimentado 

por saliva artificial. Neste estudo, biofilmes foram crescidos durante quatro dias 

sobre discos de hidroxiapatita após o que foram retirados assepticamente do 

fermentador e sensibilizados com 8,0 iJL de AIPcSz na concentração de 100 

IJg/mL. A seguir, cada disco foi irradiado com doses de energia variando de 0,8 J a 

12,2 J com um laser de arseneto-gálio-alumínio (densidade de energia variando 

de 4,1 J/cm2 a 61 ,2 J/cm2
). A presença do fotossensibilizador na ausência da luz 

laser ou da luz laser na ausência do fotossensibilizador não teve efeito significativo 

sobre a viabilidade do S. sanguinis. No entanto, uma diminuição gradativa no 

número de microrganismos viáveis foi encontrada com o aumento da dose de 

energia até atingir um efeito bactericida total com a dose de 12,2 J e densidade de 

energia de 61,2 J/cm2
. 

HENRY et a/. (1996) estudaram o efeito da fotossensibilização letal por 

laser sobre 18 microrganismos, sendo 6 bactérias produtoras de pigmento negro. 

A sensibilização das células bacterianas com um agente cromóforo exógeno não 

foi realizada a fim de observar a ação do pigmento negro endógeno produzido por 

essas bactérias como fotossensibilizador. O aparelho utilizado foi um laser de 

argônio com comprimento de onda de 488-514 nm e as densidades de energia 
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testadas variaram entre 20-200 J/cm2
. A análise dos resultados demonstrou que a 

irradiação do laser de argônio na ausência de um fotossensibilizador exógeno 

produziu efeitos fototóxicos sobre espécies de Prevotellas e Porphyromonas. Além 

disso, os autores demonstraram que esse efeito era influenciado pela fase de 

crescimento das células bacterianas, dependiam da presença de uma atmosfera 

de oxigênio e eram influenciados pela suplementação com hemina, hemoglobina e 

sangue. 

No ano seguinte, BHATTI et ai. (1998) avaliaram os efeitos da variação 

da dosimetria e de fatores fisiológicos na fotossensibilização letal por laser de P. 

gingivalís. O aparelho utilizado foi um laser de HeNe de 7,3 mW associado ao 

fotossensibilizador azul de toluídina O. Aspectos como a concentração do 

fotossensibilizador, o tempo de pré-irradiação, a presença do caldo nutriente ou 

sua substituição por soro fisiológico, o pH e a fase de crescimento das bactérias 

foram observados. O aumento na concentração do corante de 12,5 para 50 j.Jg/ml 

não apresentou diferenças na viabilidade dos microrganismos e a dose de energia 

relacionada com o efeito bactericida total foi observada com 4,4 J correspondendo 

a uma densidade de energia de 2,2 J/cm2 Não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas quando as suspensões bacterianas apresentavam 

valores diferentes de pH (6,8, 7,3 ou 8,0) e os melhores resultados forma obtidos 

quando as células estavam em solução salina quando comparadas às presentes 

em caldo nutriente. Além disso, embora um número significativo de mortes tenha 
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sido encontrado com as células nas três fases de crescimento, as células na fase 

estacionária foram menos susceptíveis à terapia. 

STRINGER et a/. (1998) estudaram o efeito do azul de metileno 

associado a um laser diodo de 670 nm sobre a viabilidade de suspensões de S. 

mutans colocados sobre dentina humana. Neste estudo, os autores encontraram 

uma redução de 97,2% de crescimento bacteriano quando as fatias de dentina 

tinham sido cortadas verticalmente, a suspensão tinha sido sensibilizada com o 

azul de metileno na concentração de 100 IJg/mL e tinha sido posteriormente 

irradiada com o laser diodo de 670 nm e 7 mW por 240 segundos, 

correspondendo a uma densidade de energia de 8,57 J/cm2 

Mais recentemente, alguns estudos têm surgido a fim de estudar o 

efeito da terapia fotodinâmica sobre a viabilidade de microrganismos presentes no 

biofilme dental produzido in vivo. Com esse propósito, WOOD et a/. (1999) fizeram 

um estudo qualitativo do efeito dessa terapia sobre biofilmes formados na 

cavidade bucal de voluntários saudáveis utilizando um modelo in situ que 

mantinha o biofilme formado intacto. Assim, os dispositivos intra-orais contendo os 

biofilmes com sete dias de formação eram retirados da cavidade bucal dos 

voluntários, mergulhados no fotossensibilizador catiônico Zn(ll) fitalocianino e 

irradiados com uma luz branca. A microscopia confocal de varredura demonstrou 

a penetração do fotossensibilizador no interior do biofilme e a morte significativa 

das bactérias após a terapia. A microscopia de transmissão de elétrons 
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demonstrou que as células presentes no biofilme sofreram danos após o 

tratamento com a vacuolização do citoplasma e rompimento da membrana celular. 

WILSON (1993) descreve as vantagens dessa técnica em relação ao 

uso dos agentes antimicrobianos tradicionais. Primeiramente, a morte da célula 

bacteriana pode ser rápida, não sendo necessária a manutenção do agente 

químico em altas concentrações sobre as lesões por longos períodos de tempo 

como ocorre com os agentes anti-sépticos e antibióticos. Além disso, a morte 

celular mediada pela liberação de radicais livres torna o desenvolvimento de 

resistência pelos microrganismos improvável. Finalmente, o uso do 

fotossensibilizador ou da luz laser sozinhos não apresentam efeito significativo 

sobre a viabilidade das bactérias, de modo que a terapia pode ser confinada à 

área da lesão pela aplicação tópica cuidadosa do corante e restrição da irradiação 

por meio do uso de fibra ótica. 

Assim, a análise da literatura demonstrou que a fotossensibilização letal 

por laser pode ser uma terapia efetiva para redução de bactérias orais. No 

entanto, outros estudos ainda devem ser desenvolvidos a fim de tornar essa 

terapia aplicável in vivo. 
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Proposição 

3. PROPOSIÇÃO 

Diante do exposto, os objetivos deste estudo foram: 

- avaliar ín vítro o efeito antimicrobiano do laser diodo com comprimento de onda 

660 nm associado ao fotossensibilizador azul de toluidina O sobre microrganismos 

bucais e pool de saliva humana; 

- avaliar a ação antimicrobiana dessa terapia em biofilmes bacterianos formados in 

situ. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Delineamento experimental 

Este estudo constituiu-se de duas fases, a saber: 

• Fase 1: Estudo in vitro 

determinação da ação antimicrobiana da terapia fotodinâmica 

(sensibilização das células bacterianas com o corante azul de toluidina O na 

concentração de 100 ~g/ml seguido da irradiação com o laser diodo de 660 nm 

com densidade de energia de 28,8 J/cm2
) sobre bactérias bucais e pool de saliva 

humana; 

- avaliação da presença de halo de inibição de crescimento após a 

exposição de suspensões de microrganismos à terapia fotodinâmica. 

• Fase 11: Estudo in situ 

- avaliação da ação antimicrobiana da terapia fotodinâmica sobre 

microrganismos bucais crescidos sobre blocos de esmalte dental humano in situ. 

Para a realização da Fase I desse trabalho, foram obtidas suspensões 

de microrganismos com 18 horas de crescimento e poo/ de saliva humana de dez 

voluntários. A fim de observar o efeito da terapia fotodinâmica sobre a viabilidade 

dos microrganismos, o material foi submetido ao tratamento com azul de toluidina 
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O (100 ~-tg/ml) seguido da irradiação com um laser diodo de 660 nm com uma 

densidade de energia de 28,8 J/cm2 Todos os experimentos foram feitos em 

triplicata, sendo realizadas três repetições para cada condição experimental. 

Para a realização da Fase 11 desse trabalho, vinte e quatro blocos de 

esmalte dental foram confeccionados a partir de oito terceiros molares humanos 

retidos. Doze voluntários utilizaram dispositivos intra-bucais palatinos contendo 

dois blocos de esmalte dental inseridos no acrílico do aparelho durante uma fase 

de quatorze dias. Uma solução de sacarose a 20% foi gotejada oito vezes ao dia 

sobre cada bloco a fim de favorecer o acúmulo do biofilme bacteriano. Ao final do 

período experimental, o biofilme dental foi coletado, submetido à terapia 

fotodinâmica e plaqueado em meios de cultura específicos para o crescimento de 

estreptococos totais, estreptococos grupo mutans, lactobacilos e candidas. O 

experimento foi realizado em triplicata sendo realizadas doze repetições 

correspondentes a cada um dos voluntários. 

4.2. Padronização da técnica 

4.2.1. Estudos pilotos 

Antes do início dos procedimentos experimentais foi realizada a 

padronização da técnica. Nesta fase da pesquisa, estabeleceu-se primeiramente a 

melhor concentração do corante azul de toluidina O a ser utilizado em associação 

com o laser diodo de 660 nm, bem como a densidade de energia eficaz para 

obtenção de efeito antimicrobiano sobre microrganismos bucais. Nesse sentido, 
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estabeleceu-se a concentração do corante azul de toluidina O em 100 fig/ml e a 

densidade de energia em 28,8 J/cm2
, o que era obtido após 15 minutos de 

exposição dos microrganismos à luz laser. Testes para verificação da quantidade 

de luz transmitida nos meios de cultura utilizados estabeleceram o volume do 

inóculo em 50 J.il a fim de minimizar as perdas de energia durante a irradiação. 

Posteriormente, avaliou-se o tempo de pré-irradiação (TPI) necessário para os 

microrganismos testados. O TPI é descrito na literatura como o tempo necessário 

para que o fotossensibilizador se ligue à bactéria alvo, possibilitando assim a 

obtenção de efeito antimicrobiano. Estudos pilotos testando tempo de pré

irradiação variando de 5 a 30 minutos não mostraram diferenças nos resultados 

obtidos, de modo que optou-se pelo TPI de 5 minutos a fim de facilitar o trabalho 

laboratorial e diminuir o risco de contaminação das amostras. 

4.2.2. Laser e fotossensibilizador 

Para a realização deste estudo utilizamos um laser diodo (DMC 

Equipamentos Ltda) com meio ativo de arseneto-gálio-alumínio (GaAIAs), 

comprimento de onda de 660 nanômetros (nm). A emissão da luz se deu de modo 

contínuo com potência de entrada na sonda de 21 mW (input), sonda de 0,8 em de 

diâmetro com perda de 24% e potência de saída da sonda (output) de 16 mW 

(FIG. 1). 
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FIGURA 1 - Laser diodo 660 nm (DMC Equipamentos Ltda). 

O fotossensibilizador utilizado foi o corante azul de toluidina O da 

Sigma, código internacional 52040 (FIG. 2). A irradiação das amostras foi feita 

com a sonda posicionada perpendicularmente à superfície da suspensão com uma 

densidade de energia de 28,8 J/cm2
, obtidos após uma única exposição de 900 

segundos à luz laser. A densidade de energia foi calculada a partir da fórmula 

ilustrada a seguir; 

DE= (P x T) I A 
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FIGURA 2 - Azul de toluidina O (Sigma - CI 52040). 

4.3. Atividade antimicrobiana in vitro 

4.3.1. Microrganismos e meios de cultura 

Os microrganismos utilizados neste estudo foram Candida albicans 

(sorotipo A), Candida albicans (sorotipo B), Lactobacillus acidophílus, Lactobacillus 

casei, Streptococcus cricetus (ATCC 19642), Streptococcus mutans (CCT 3440 e 

ATCC 25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus sobrinus 

(ATCC 27607). Estes microrganismos foram reativados a partir de suas culturas 

originais (congelados a -70°C) em meio de cultura e condições adequadas a fim 

de obtermos as culturas com 18 horas de crescimento. Os meios de cultura e as 

condições de cultivo utilizadas foram: 
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- Candida: Sabouraud Dextrose Ágar, incubados a 37" C em aerobiose por 48 

horas (ATLAS & PARKS, 1993). 

- Lactobacilos: Rogosa Ágar, incubados a temperatura de 37"C, em atmosfera de 

10% COz por 24-48 horas (FROSTELL & NORD, 1972; ROGOSA et ai., 1951); 

- Estreptococos: Mitis Salivarius Ágar (MSA), incubados a temperatura de 37"C, 

em atmosfera de 10% COz por 24-48 horas (CHAPMAN, 1944). 

- Estreptococos grupo mutans: Mitis Salivarius Bacitracina (MSB), incubados a 

temperatura de 37"C, em atmosfera de 10% C02 por 24-48 horas (GOLD et ai., 

1973). 

4.3.2. Obtenção das amostras da saliva 

Saliva estimulada foi coletada de dez voluntários em jejum que 

apresentavam boa saúde geral e que não fizeram uso de medicação antibiótica ou 

imunossupressora nos últimos seis meses (KIVELA et ai., 1999). Os voluntários 

foram instruídos a mastigar um pedaço de goma base por 30 segundos. A saliva 

estimulada inicialmente foi deglutida e a seguir coletada em tubos com rosca 

estéreis durante três minutos (KLOCK & KRASSE, 1977). As amostras obtidas 

foram conservadas em gelo até serem manipuladas no laboratório de 

Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, FOP

UNICAMP, onde o material foi misturado para a obtenção de um poo/ de saliva 

humana. A obtenção de um pool de saliva humana visou obter a maior quantidade 
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possível de espécies microbianas a serem submetidas à terapia fotodinãmica. 

Após a irradiação, o poo/ de saliva foi inoculado em MSA para a determinação da 

viabilidade de estreptococos totais (CHAPMAN, 1944) e MSB para a determinação 

da viabilidade de estreptococos grupo mutans (GOLD et ai., 1973). 

4.3.3. Irradiação das suspensões 

4.3.3.1. Contagem de microrganismos viáveis 

Alíquotas de 500 J.tL de cada suspensão bacteriana ou de saliva foram 

adicionadas a um volume igual do corante azul de toluidina O a fim de obter uma 

concentração final do corante de 100 J.tg/mL (BURNS et ai., 1993; WILSON & MIA, 

1993). As suspensões foram mantidas em estufa de 37°C durante um período de 

pré-irradiação (TPI) de 5 minutos. A seguir, alíquotas de 50 ~-tL foram colocadas 

em placas de microtitulação contendo 96 poços e irradiadas com a luz do laser 

diodo com uma densidade de energia de 28,8 J/cm2
. Decorrido o tempo de 

irradiação, as suspensões foram diluídas em série decimal de 10-1 a 10.s em 

solução de NaCI 0,9% e a seguir foram inoculadas em meios de cultura contendo 

ágar e incubadas nas condições ideais descritas para cada microrganismo 

anteriormente (item 4.3.1.). Para a determinação da ação do corante isoladamente 

sobre a viabilidade das bactérias, alíquotas da mesma suspensão foram 

inoculadas nos meios de cultura sem serem expostas à luz laser. Como controles, 

500 J.tL de cada suspensão bacteriana ou saliva foram adicionadas a um igual 

volume de solução salina e foram manipulados da mesma maneira descrita para 
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as amostras contendo o corante (MILLSON et a/., 1996; GRIFFITHS et a/., 1997). 

Todos os experimentos foram feitos em triplicata, sendo feitas três repetições para 

cada microrganismo. Após o período de incubação, os microrganismos viáveis 

foram contados em um contador de colônias digital e o número de unidades 

formadoras de colônia por mililitro de suspensão bacteriana ou de saliva 

(UFC mL-1
) foi determinado. 

4.3.3.2. Halo de inibição de crescimento 

Alíquotas de 500 ~-tL de cada suspensão bacteriana foram adicionadas a 

um volume igual do corante azul de toluidina O a fim de obter uma concentração 

final do corante de 100 J.tg/mL (BURNS et a/., 1993; WILSON & MIA, 1993). As 

suspensões foram mantidas em estufa de 3JOC durante um período de pré

irradiação (TPI) de 5 minutos após o que 500 ~-tL foram espalhados sobre placas 

contendo meio de cultura com ágar, o excesso foi removido e as placas foram 

secas a 37oC por 1 hora (WILSON et a/., 1992; BURNS et ai., 1993;). A seguir, as 

placas foram irradiadas na sua porção central com uma densidade de energia de 

28,8 J/cm2 e foram incubadas nas condições ideais descritas anteriormente para 

cada microrganismo (item 4.3.1.). As regiões da placa não expostas à luz laser 

serviram para verificação da ação do corante isoladamente (MILLSON et ai., 

1996). Como controles, 500 J.tL de cada suspensão bacteriana ou saliva foram 

adicionadas a um igual volume de solução salina e foram manipulados da mesma 

maneira descrita para as amostras contendo o corante. Todos os experimentos 
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foram feitos em triplicata, sendo feitas três repetições para cada microrganismo. 

Como a ação da luz laser concentra-se na área facada e parte da luz dissipa-se 

em torno da região irradiada, a medição do tamanho do halo não pode ser feita, já 

que é impossível determinar com precisão onde o halo de inibição de crescimento 

começa e onde ele termina. Assim, decorrido o tempo de incubação, as placas 

foram examinadas em lupa esterioscópica a fim de observarmos a presença ou 

ausência de zonas de inibição de crescimento. 

4.4. Atividade antimicrobiana in situ 

4.4.1. Grupo experimental 

Para a realização deste estudo foram selecionados 12 voluntários, 

alunos dos cursos de pós-graduação da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, 

Universidade Estadual de Campinas, de ambos os sexos, com idade variando 

entre 20 e 29 anos, que não estavam fazendo uso de medicação antibiótica ou 

imunossupressora. Após assinarem o termo de livre consentimento para 

participarem desta pesquisa, aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FOP 

- UNICAMP (parecer no 65/2000 - anexo 1), os voluntários foram instruídos a 

utilizarem dispositivos intra-bucais palatinos contendo blocos de esmalte dental 

humano inseridos no acrílico do aparelho a fim de acumularem biofilme bacteriano 

sobre os mesmos. 
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4.4.2. Preparo dos blocos de esmalte 

Para a realização deste estudo, oito terceiros molares retidos extraídos 

por razões clínicas foram coletados em consultórios odontológicos após 

aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa, parecer n 65/2000 (anexo 1 ). Os 

elementos dentais foram armazenados em formo! 2% pH 7,0 durante 30 dias a fim 

de desinfeta-los (WHITE, 1987; CURY et a/; 2000). Foram excluídos os dentes 

com fraturas e rachaduras. Os elementos dentais foram fixados em peças acrílicas 

e cortados com o auxílio de uma cortadeira elétrica e discos de diamante com a 

finalidade de obter 24 blocos de esmalte dental humano. Após o corte das raízes e 

da face oclusal, obteve-se um fragmento dental da porção central da coroa com 4 

mm de espessura, o qual foi novamente fixado à peça acrílica e cortado para a 

obtenção de blocos dentais medindo 4 x 4 mm. O ajuste da dentina a fim de obter 

blocos planos foi feito com o auxílio da politriz em baixa velocidade e lixa de 

granulação 320 (Carbimet Paper Discs) sob refrigeração, deixando os blocos 

dentais com altura de 2 mm (FUSHIDA & CURY, 1999). A seguir, os blocos de 

esmalte foram lixados e polidos em politriz com lixas de granulação decrescente 

(granulação 600 por 30 segundos e granulação 1200 por três minutos). O 

polimento final foi feito com feltro e suspensão de diamante sem refrigeração 

durante três minutos. 

A fim de evitar a interferência de resíduos da lixa da fase anterior na 

qualidade do polimento da fase seguinte, os blocos foram sonicados (Sonicador 

Vibra Cell, Sonics & Materiais In c 400 W) em água destilada e deionízada por três 
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minutos após cada polimento. Após o polimento final, os blocos foram sonicados 

imersos em uma solução detergente (Uitramet® Sonic Cleaning Solution) diluída 

na proporção de 1 :20 em água destilada e deionizada por três minutos e mantidos 

em ambiente úmido até serem inseridos nos dispositivos intra-bucais palatinos 

(FUSHIDA & CURY, 1999). 

4.4.3. Confecção dos dispositivos intra-bucais palatinos 

Através de moldagem anatômica do arco superior dos voluntários foram 

confeccionados modelos em gesso pedra, a partir dos quais foram feitos 

dispositivos intra-bucais palatinos em resina acrílica onde dois blocos dentais 

foram fixados (FIG. 3). 

FIGURA 3 - Dispositivo intra-bucal. 

Os blocos foram distribuídos bilateralmente na região dos primeiros 

molares do lado direito e esquerdo do aparelho de cada voluntário sendo 

posicionados a uma profundidade de um milímetro do acrílico do aparelho e 
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cobertos com tela plástica para favorecer o acúmulo do biofilme bacteríano nessa 

região (BENELLI et a/., 1993; WOOD et ai., 1999; CURY et a/., 2000) (FIG. 4). 

FIGURA 4 - Tela plástica recobrindo o 

bloco de esmalte dental. 

4.4.4. Acúmulo do biofilme bacteriano 

Os voluntários foram instruídos a utilizarem o dispositivo palatino 

durante uma fase de 14 dias sem higienizar o aparelho na região onde os blocos 

estavam inseridos. Uma solução de sacarose 20% era gotejada oito vezes ao dia 

sobre cada um dos blocos dentais a fim de promover a formação de um bíofilme 

sob alto desafio cariogênico (CURY et a/., 1997). Durante a realização deste 

estudo os voluntários não alteraram seus hábitos alimentares, receberam 

instruções de higiene bucal e fizeram uso de pasta fluoretada. Decorridos os 14 

dias, os voluntários compareceram em jejum ao laboratório de microbiologia para 

a coleta do material. 
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4.4.5. Irradiação dos microrganismos crescidos em biofilme bacteriano 

No dia da coleta do material, o dispositivo intra-bucal palatino foi 

removido da cavidade bucal dos voluntários, a tela plástica foi retirada e o biofilme 

bacteriano acumulado sobre os blocos de esmalte foi coletado em eppendorfs pré-

pesados a fim de obtermos a relação de unidades formadoras de colônia por 

miligrama de biofilme (UFC mg-1
) (FIG. 5, 6, e 7). 

FIGURA 5: -Remoção da tela plástica. FIGURA 6 

FIGURA 7- Coleta do biofilme bacteriano. 
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Após a pesagem do material, o biofilme foi colocado em 3 mL de 

solução salina 0,9% e o material foi sonicado (6 pulsos de 9,9 segundos com 

intervalos de 5 segundos entre eles, com amplitude de 5%. Tempo total de 

sonicação de 59 segundos) a fim de obtermos a dispersão das células (FIG. 8). 

FIGURA 8 - Sonicador Vibra Cell, Sonics & 

Materiais lnc 400 W. 

A seguir, 500 11L da suspensão foi adicionada a igual volume de azul de 

toluidina O a fim de obter uma concentração final do corante de 100 !J.g/mL 

(BURNS et a!., 1993; WILSON & MIA, 1993) e deixadas em estufa a 3rc pelo 

período de pré-irradiação de 5 minutos, após o que alíquotas de 50 f.!L foram 

colocadas em placas de microtitulação e irradiadas com a luz laser com uma 

densidade de energia de 28,8 J/cm2 
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Decorrido o tempo de irradiação, as suspensões foram diluídas em 

série decimal de 10-1 a 10-s em solução de NaCI 0,9% e foram inoculadas em 

placas de petri contendo meios de cultura específicos para o crescimento de 

estreptococos totais, estreptococos grupo mutans, lactobacilos e candidas e foram 

incubadas em condições ideais. Para a determinação da ação do corante 

isoladamente sobre a viabilidade das bactérias, alíquotas da mesma suspensão 

foram inoculadas em placas de ágar sem serem expostas à luz laser. Como 

controles, 500 fll do biofilme sonicado foram adicionadas a um igual volume de 

solução salina e foram manipulados da mesma maneira descrita para as amostras 

contendo o corante (MILLSON et ai., 1996; GRIFFITHS et ai., 1997). Todos os 

experimentos foram feitos em triplicata. Decorrido o tempo de incubação, os 

microrganismos viáveis foram contados em um contador de colônias e o número 

de unidades formadoras de colônia por miligrama de biofilme (UFC mg-1
) foi 

determinado. 

4.5. Análise estatística 

A fim de promover a normalização dos dados, a análise estatística foi 

feita com os dados transformados em log10, embora a apresentação dos 

resultados tenha sido feita com os valores originais. Utilizou-se o esquema fatorial 

com dois fatores sendo: fator corante com dois níveis (sim e não) e fator laser com 

dois níveis (sim e não). Inicialmente fez-se a análise de variância utilizando o teste 

F ao nível de significância p ~0,05. A seguir, as médias foram comparadas duas a 

duas, fazendo-se todas as combinações possíveis, utilizando o teste t ao nível de 
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significância de p :50,05. O programa estatístico utilizado para a realização das 

análises e para a confecção dos gráficos foi o SYSTAT 8.0 e o SIGMA PLOT, 

respectivamente. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Atividade antimicrobiana in vitro 

5.1.1. Suspensões bacterianas 

Os resultados apresentados na TAB. 1 demonstram o número de 

unidades formadoras de colônias por mililitro de suspensão bacteriana (UFC mL-1
) 

de culturas de microrganismos com 18 horas de crescimento sensibilizadas com o 

corante azul de toluidina O na concentração de 100 IJg/mL e submetidos à 

irradiação laser com a densidade de energia de 28,8 J/cm2
. Observou-se total 

inibição de crescimento na associação do laser e do corante para os seguintes 

microrganismos: S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, L acidophilus e L casei. A 

análise de variância em esquema de dois fatores (corante x laser) não apresentou 

diferença estatisticamente significativa para os tratamentos laser (C-L+), corante 

(C+L-) e ausência de corante e laser (C-L-). Entretanto, diferenças 

estatisticamente significativas foram encontradas no teste t (p<0,05) com a 

associação do corante e laser para esses microrganismos nos parâmetros 

testados. 

A terapia fotodinâmica apresentou inibição parcial de crescimento para 

S. sanguinis sendo observada redução estatisticamente significativa no número de 

microrganismos de 2,01 x 109 UFC mL-1 no grupo não tratado para 6,60 x 104 UFC 

mL-1 no grupo tratado com laser e corante. As contagens para este microrganismo 
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relativas aos tratamentos laser (C-L+) e corante (C+L-), não diferiram 

estatisticamente do controle negativo (C-L-) pelo teste t (p<0,05). 

Candida albicans (sorotipo A) e Candida a/bicans (sorotipo B) não 

foram sensíveis à terapia fotodinâmica nos parâmetros testados, não sendo 

encontradas diferenças significativas nas contagens de microrganismos viáveis 

entre os tratamentos realizados. 

TABELA 1 

Contagem dos microrganismos viáveis após terem sido submetidos à terapia 

fotodinâmica. Valores expressos em UFC mL-1
. 

Microrganismo C-L- C-L+ C+L- C+L+ 

S. mutans CCT 3440 6,26 X 109 a 3,17x109 a 5 90 X 109 a 
' 

0,0 b 

S. mutans ATCC 25175 1,60 X 1010 a 1,04 X 1010 a 190x1010 a 
' 

0,0 b 

S. sobrinus 3,27 X 107 a 5 41 X 107 a 
' 

5,40 X 107 a 0,0 b 

S. cricetus 2,42 X 109 a 597x109 a 
' 

1 74 X 109 a 
' 

0,0 b 

S. sanguinis 2,01x109 a 1 04 X 109 a , 1 48 X 109 a 
' 

6 60 X 104 
b 

' 

L. acidophi/us 6,65 X 106 a 1 12 X 109 a 
' 

5,19x106 a 0,0 b 

L. casei 1 21 X 106 a 
' 

2,75x106 a 1,55 X 106 
a 0,0 b 

C. albicans (sorotipo A) 1,93 X i 07 a 3,47 x i 07 a 1, i 1 x 107 a 7,81 x 106 a 

C. a/bicans (sorotipo 8) 3,76 X 107 
a 1,23 X 106 

a 2,84 X 107 
a 1,44 X 107 

a 

C-L- lndlca não exposição ao laser e ao corante, C-L+ indica exposição somente ao laser, C+L- indica exposição 

somente ao corante e C+L + indica exposição ao corante e ao laser. Dados são médias de 3 repetições (n=3), Médias 

seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste t (p<O,OS). 
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5.1.2. Pool de saliva humana 

Os resultados da aplicação da terapia fotodinâmica sobre microrganismos 

presentes na saliva humana estão apresentados na T AB. 2. Os dados 

representam as contagens das unidades formadoras de colônia (UFC mL-1) de 

estreptococos totais e estreptococos grupo mutans por mililitro de um poo/ 

constituído pela saliva de dez voluntários saudáveis. Com relação aos 

estreptococos totais, observou-se uma inibição parcial de crescimento 

estatisticamente significativa, com reduções de 1,30 x 109 UFC mL-1 no grupo não 

tratado para 4,44 x 104 UFC mL-1 no grupo tratado com laser e corante. O efeito 

bactericida total, com redução de 6,02 x 105 UFC mL-1 para zero, foi observado 

para os estreptococos grupo mutans sob as mesmas condições experimentais. O 

uso do corante ou da luz laser isoladamente não apresentou diferença significativa 

sobre a viabilidade dos microrganismos. 

TABELA2 

Contagem de estreptococos totais e estreptococos grupos mutans viáveis em poo/ 

de saliva submetida à terapia fotodinâmica. Valores expressos em UFC mL-1
. 

Microrganismo C-L- C-L+ C+L- C+L+ 

estreptococos totais 1,30 X 109 
a 3,70 X 106 a 7,06 X 106 a 4,44 X 104 b 

estreptococos grupo mutans 6,02 X 105 a 7,49 X 105 a 4,01 X 105 a 0,0 b 

C-L- indica não exposição ao laser e ao corante, C-L+ indica exposição somente ao laser, C+L- indica exposição somente ao 

corante e C+L+ indica exposição ao corante e ao laser. Dados são médias de 3 repetições (n:::3). Médias seguidas de letras 

distintas diferem entre si pelo teste t (p<O,OS). 
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5.1.3. Halo de inibição de crescimento de microrganismos 

Os resultados apresentados na TAB. 3 demonstram presença ou 

ausência de halo de inibição de crescimento para suspensões de S. mutans, S. 

sobrinus, S. crícetus, S. sanguínis, L. acídophílus, L. casei, C. albícans (sorotipo A) 

e C. albícans (sorotipo B); previamente sensibilizadas com o azul de toluidina O na 

concentração de 100 IJQ/ml e irradiadas com o laser diodo com densidade de 

energia de 28,8 J/cm2 A presença de halo de inibição de crescimento foi 

observada para todos os estreptococos somente na associação do corante e da 

luz laser. A ausência de halo de inibição de crescimento foi observada para 

lactobacilos e candida em todas as condições experimentais testadas. 

TABELA3 

Presença ou ausência de halo de inibição de crescimento. 

Microrganismo Halo de inibição de crescimento 

C-L- C-L+ C+ L- C+ L+ 

S. mutans CCT 3440 - - - + 

S. mutans lb 1600 - - - + 

S. sobrinus - - - + 

S. cricetus - - - + 

S. sanguinis - - - + 

L. acidhopi/us - - - -

L. casei - - - -

C. albicans (sorotipo A) - - - -

C. albicans (sorotipo B) - - - -

(+) presença de zona de inibição de crescimento, H ausência de halo de inibição de crescimento, C-L- indica não exposição ao laser e ao 

corante, C-L+ indica exposição somente ao laser, C+l- indica exposição somente ao corante e C+L + indica exposição ao corante e ao laser. 
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5.2. Atividade antimicrobiana in situ 

5.2.1. Estreptococos totais 

A FIG. 9 representa os resultados encontrados para as contagens de 

estreptococos totais presentes no biofilme dental produzido na cavidade bucal de 

doze voluntários utilizando um modelo in situ. Os dados referem-se ao número de 

unidades formadoras de colônias por miligrama de biofilme dental (UFC mg-1
) 

após ter sido sonicado e a suspensão resultante ter sido sensibilizada com o 

corante azul de toluidina O na concentração de 100 j.Jg/mL e submetida à 

irradiação laser com a densidade de energia de 28,8 J/cm2
. 

A total inibição de crescimento, representada pela queda nas contagens 

de 4,88 x 106 UFC mg-1 para zero, foi observada para o grupo tratado com corante 

e laser (C+L+). Quando o biofilme bacteriano foi exposto somente ao corante 

(C+L-), observou-se redução estatisticamente significativa no número de 

microrganismos de 4,88 x 106 UFC mg-1 para 1, 79 x 106 UFC mg-1 representando 

uma queda de 36,68% nas contagens de bactérias viáveis. Esses resultados 

diferiram estatisticamente tanto dos grupos tratados somente com laser (C-L+) e 

sem laser e sem corante (C-L-) quanto do grupo exposto à terapia fotodinâmica. O 

tratamento do biofilme dental somente com a luz laser (C-L+) não apresentou 

diferenças significativas no número de microrganismos quando comparados ao 

controle negativo (C-L-). 
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O crescimento dos estreptococos totais em duas diluições diferentes 

das placas com meio de cultura referentes aos tratamentos sem laser e sem 

corante (C-L-), com laser (C-L+), com corante (C+L-) e referentes à associação do 

corante e do laser (C+L +)estão representadas no anexo 2. 
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FIGURA 9 - Contagens de estreptococos totais no bíofilme 

bacteríano. C-L- indica não exposição ao corante e ao laser, 

C-L+ indica exposição somente ao laser, C+L- indica 

exposição somente ao corante e C+L+ indica exposição ao 

corante e ao laser. Dados são médias de 12 repetições 

(n=12) ±desvio padrão da média. Médias seguidas de letras 

distintas diferem entre si pelo teste t (p<0,05). 
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5.2.2. Estreptococos grupo mutans 

A FIG. 10 ilustra as contagens de estreptococos grupo mutans 

presentes no biofilme dental crescido na cavidade bucal de dez voluntários in situ, 

já que dois deles não apresentaram essa espécie bacteriana. Os dados referem

se ao número de unidades formadoras de colônias por miligrama de biofilme 

dental (UFC mg-1
). Os resultados para as contagens de microrganismos foram de 

2,40 x 105 UFC mg-1 para o controle negativo (C-L-), 2,44 x 105 UFC mg-1 para o 

grupo exposto somente ao laser (C-L+), 1,91 x 105 UFC mg-1 para o grupo exposto 

somente ao corante (C+L-) e total inibição de crescimento na associação do 

tratamento corante e laser (C+L+). Não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos sem laser e sem corante (C-L-), 

tratados apenas com laser (C-L+) e tratados apenas com o corante (C+L-). No 

entanto, a sensibilização do biofilme com o corante azul de toluidina O na 

concentração de 100 jJg/mL seguida da irradiação laser com a densidade de 

energia de 28,8 J/cm2 produziu efeito bactericida total, diferindo estatisticamente 

dos demais grupos pelo teste t (p<0,05). 
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FIGURA 1 O - Contagens de estreptococos grupo mutans 

no biofilme bacteriano_ C-L- indica não exposição ao 

corante e ao laser, C-L+ indica exposição somente ao 

laser, C+L- indica exposição somente ao corante e C+ L+ 

indica exposição ao corante e ao laser_ Dados são médias 

de 10 repetições (n=10) ±desvio padrão da média. Médias 

seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste t 

(p<0,05). 

O crescimento dos estreptococos grupo mutans em duas diluições 

diferentes das placas com meio de cultura referentes aos tratamentos sem laser e 

sem corante (C-L-), com laser (C-L+), com corante (C+L-) e referentes à 

associação do corante e do laser (C+L+} estão representadas no anexo 2_ 
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5.2.3. Lactobacilos 

Os dados ilustrados na FIG. 11 referem-se ao número de unidades 

formadoras de colônias de lactobacilos por miligrama de biofilme dental 

(UFC mg-1
) do biofilme bacteriano de nove voluntários submetido à terapia 

fotodinâmica, visto que três deles não apresentaram essa espécie bacteriana. O 

material foi coletado, sonicado e a suspensão resultante foi sensibilizada com o 

corante azul de toluidina O na concentração de 100 tJg/mL e submetida à 

irradiação laser com a densidade de energia de 28,8 J/cm2
. As contagens de 

microrganismos nos diferentes tratamentos foram de 9,70 x 105 UFC mg-1 para o 

controle negativo (C-L-), 1,02 x 106 UFC mg-1 para o grupo exposto somente ao 

laser (C-L+), 5,32 x 105 UFC mg-1 para o grupo exposto somente ao corante 

(C+L-) e total inibição de crescimento na associação do tratamento corante e laser 

(C+L+). Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos sem laser e sem corante (C-L-), tratados apenas com laser (C-L+) e 

tratados apenas com o corante (C+L-). No entanto, associação do corante e da luz 

laser produziu efeito bactericida total, diferindo estatisticamente dos demais 

grupos pelo teste t (p<0,05). 
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FIGURA 11 - Contagens de lactobacilos no biofilme 

bacteriano. C-L- indica não exposição ao corante e ao laser, 

C-L+ indica exposição somente ao laser, C+L- indica 

exposição somente ao corante e C+ L+ indica exposição ao 

corante e ao laser. Dados são médias de 9 repetições (n=9) 

± desvio padrão da média. Médias seguidas de letras 

distintas diferem entre si pelo teste t (p<0,05). 

O crescimento dos lactobacilos em duas diluições diferentes das placas 

com meio de cultura referentes aos tratamentos sem laser e sem corante (C-L-), 

com laser (C-L+), com corante (C+L-) e referentes à associação do corante e do 

laser (C+L+) estão representadas no anexo 2. 

5.2.4. Candidas 

O número de unidades formadoras de colônias de candídas por 

miligrama de biofilme dental (UFC mg-1
) acumulado sobre os blocos de esmalte 

humano inseridos em dispositivos intra-bucais está representado na FIG. 12. Os 
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resultados referem-se às contagens de microrganismos de seis voluntários sendo 

de 2,75 x 105 UFC mg·1 para o controle negativo (C-L-), 1,73 x 105 UFC mg·1 para 

o grupo exposto somente ao laser (C-L+), 2,62 x 105 UFC mg·1 para o grupo 

exposto somente ao corante (C+L-) e 1,06 x 103 UFC mg·1 para a associação do 

tratamento corante e laser (C-L-). A inibição parcial de crescimento foi observada 

para o grupo submetido à terapia fotodinâmica, com diferenças estatisticamente 

significativas para este grupo pelo teste t (p<0,05). 
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FIGURA 12 - Contagens de candidas no biofilme 

bacteriano. C-L- indica não exposição ao corante e ao 

laser, C-L+ indica exposição somente ao laser, C+L

indica exposição somente ao corante e C+ L+ indica 

exposição ao corante e ao laser. Dados são médias de 

6 repetições (n=6) ± desvio padrão da média. Médias 

seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste t 

(p<0,05). 

O crescimento das candidas em duas diluições diferentes das placas 

com meio de cultura referentes aos tratamentos sem laser e sem corante (C-L-), 
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com laser (C-L+), com corante (C+L-) e referentes à associação do corante e do 

laser (C+L+) estão representadas no anexo 2. 
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6. DISCUSSÃO 

Como a maioria das bactérias bucais não absorve a luz visível, a 

utilização de um fotossensibilizador não tóxico que se fixe à parede bacteriana 

atraindo para si a luz laser no momento da irradiação é essencial para que os 

lasers diodos tenham ação antimicrobiana sobre bactérias bucais (WiiLSON et a/., 

1992; WILSON, 1993). Desse modo, quando as bactérias são irradiadas por uma 

luz laser de comprimento de onda complementar, ocorre a absorção de fótons 

pelo corante, que é convertido para um estado excitado. A seguir, a energia 

transferida para as moléculas vizinhas pode resultar na formação de moléculas 

reativas como o oxigênio singleto, íons superóxidos, hidroxilas e outros radicais 

livres que podem danificar e, em último caso, matar as células bacterianas 

(SPIKES & JORI, 1987; MACROBERT et ai., 1989; MALIK et ai., 1990; DOBSON 

& WILSON, 1992; WILSON et ai., 1993; BRATTI et ai., 1997). 

Além disso, para produzir efeito antimicrobiano, os fotossensibilizadores 

devem apresentar picos de absorção próximos ao comprimento de onda da luz 

emitida pelo laser (WILSON et ai., 1992) como ocorre com o azul de toluidina O, 

que apresenta pico de absorção máximo em 632 nm (WILSON et ai., 1995) e foi 

utilizado em associação com um laser diodo de 660 nm. 

Os resultados deste estudo in vitro demonstraram que algumas 

bactérias podem ser mortas pela ação do laser diodo com comprimento de onda 

de 660 nm associado ao fotossensibilizador azul de toluidina O na concentração 
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de 100 11g/ml. Quando presentes em suspensões bacterianas, observamos efeito 

bactericida sobre S. mutans, S. sobrinus, S. crícetus, L acídophí/us e L casei 

quando submetidos ao tratamento laser e corante. Nesses casos, consideramos 

efeito bactericida a redução total na viabilidade dos microrganismos, com as 

contagens caindo de 107 a 1010 UFC ml-1 para zero (TAB. 1). No entanto, alguns 

estudos encontrados na literatura relatam reduções estatisticamente significativas 

nas contagens dos microrganismos viáveis onde, por exemplo, quedas de 5,4 x 

109 UFC ml-1 para 0,01 x 109 (1 x 107
) UFC ml-1 são considerados como redução 

de 99,9% na viabilidade dos microrganismos (BURNS et ai., 1993; BURNS et a/., 

1994; WILSON & YIANNI, 1994; BURNS et a/., 1995; MILLSON et a/., 1996; 

GRIFFITHS et ai., 1997; STRINGER et a/., 1998). No entanto, mais importantes 

que dados estatisticamente significativos, seria a obtenção de dados 

microbiologicamente significativos, no que se refere a retirar o paciente de risco 

em relação ao número de microrganismos patogênicos presentes na cavidade 

bucal. Com relação aos estreptococos grupo mutans são considerados pacientes 

com alto risco de cárie aqueles que apresentam contagens maiores ou iguais a 

106 UFC ml-1 na saliva enquanto que para os lactobacilos são considerados 

pacientes com acentuada atividade de cárie aqueles que apresentam contagens 

iguais ou superiores a 104 UFC ml-1 na saliva (BHATHALL & CARLSSON, 1988). 

Ainda com relação ao estudo in vitro, a inibição parcial de crescimento 

foi observada somente para S. sanguínis, uma bactéria constituinte da microbiota 

bucal residente de humanos, comumente associada às superfícies mucosas 
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(MARCOTTE & LAVOIE, 1998). Esse fato torna os resultados deste estudo 

positivos já que a esterilização da cavidade bucal com a morte de toda a 

microbiota residente não é desejável por tornar o hospedeiro mais susceptível ao 

aparecimento de infecções oportunistas (WOOD et ai., 1999). Desse modo, é 

desejável que a terapia fotodinâmica atinja preferencialmente bactérias 

cariogênicas como os estreptococos grupo mutans e lactobacilos (LOESCHE, 

1986) de modo que a ação bactericida seletiva possa facilitar a recolonização do 

nicho tratado por espécies menos patogênicas (WOOD et a/., 1999). 

A C. albicans não foi susceptível à terapia fotodinâmica apresentando 

contagens de microrganismos estatisticamente semelhantes entre os grupos 

tratados com laser e corante e os grupos controles na fase in vitro deste estudo, 

em conformidade com os resultados encontrados por WILSON & MIA, (1993). As 

células fúngicas provavelmente não responderam ao tratamento por apresentarem 

características morfológicas diferentes das células bacterianas, o que impediu a 

ação antimicrobiana nos parâmetros testados. Esses mesmos autores sugerem 

que as bactérias Gram positivas e Gram negativas são mais susceptíveis a 

fotossensibilização letal por laser do que células fúngicas como a C. albicans. 

Outros autores relatam ainda a proliferação desse microrganismo quando 

irradiados na ausência de um fotossensibilizador específico (PINHEIRO et a/., 

1999). 

Os testes para verificação de halo de inibição de crescimento in vitro 

mostraram-se positivos para todos os estreptococos. No entanto, lactobacilos e a 
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candidas não apresentaram zonas livres de crescimento mesmo quando tratados 

com corante e laser. Os dados referentes aos lactobacilos sugerem que a ação do 

laser sobre os microrganismos pode variar quando ele está presente em uma 

suspensão ou sobre a superfície de uma placa de meio de cultura sólida. HENRY 

et a/. (1996) relatam que os mesmos microrganismos inoculados em meios de 

cultura distintos respondem diferentemente à irradiação laser, assumindo que 

ainda que fatores como a proporção de crescimento das células bacterianas 

pudessem ser mantidos constantes em diferentes meios de cultura, as variações 

na fototoxidade poderiam ser atribuídas a diferenças na assimilação e/ou 

metabolismo de constituintes dos meios de cultura. Assim, a ocorrência de zonas 

de inibição de crescimento para apenas alguns microrganismos pode ser atribuída 

a variações nas doses letais de luz necessárias para diferentes microrganismos 

bem como nas diferenças nas densidades de células de uma mesma bactéria 

quando inoculada em meios de cultura sólidos (DOBSON & WILSON, 1992). 

Outro fator que poderia influenciar a susceptibilidade dos 

microrganismos à terapia fotodinâmica seria a fase de crescimento em que esses 

microrganismos se encontram e a maneira como eles respondem ao estresse. 

Quando culturas de células bacterianas atingem uma situação de estresse como a 

falta de nutrientes ou excesso de produtos metabólicos há uma diminuição no 

ritmo do crescimento das células. A transição da fase exponencial de crescimento 

para a fase estacionária e mais tarde para a fase de declínio é geralmente 
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acompanhada por um aumento de resistência dessas células aos agentes 

antimicrobianos. (TUOMANEN et ai., 1986a, b; MAH & O'TOOLE, 2001). 

BRATTI et ai. (1997) demonstraram que o estado fisiológico de P. 

gingivalis influenciava a fotossensibilização letal por laser de maneira que quando 

presente na fase estacionária, essas bactérias eram menos susceptíveis à terapia 

fotodinãmica. No entanto, GRIFFITHS et ai. (1997), estudando a susceptibilidade 

de cepas de S. aureus resistentes a meticilina expostas à terapia fotodinãmica, 

encontraram resultados semelhantes na viabilidade das bactérias independente de 

estarem na fase de adaptação, exponencial ou estacionária de crescimento, 

sugerindo que o efeito letal da terapia parece estar mais diretamente relacionado a 

utilização de uma dose de energia e fotossensibilizador adequados do que a fase 

de crescimento do microrganismo. 

A seguir, realizamos um estudo in situ a fim de avaliar o efeito da 

terapia fotodinãmica sobre microrganismos inseridos em biofilmes. Segundo MAH 

& O'TOOLE (2001) biofilmes bacterianos são formados quando microrganismos 

unicelulares se reúnem para formar uma comunidade que está aderida a uma 

superfície sólida e envolvida por uma matriz de polissacarídeos extracelulares, 

originando a formação de biofilmes a partir de uma ou múltiplas espécies 

bacterianas. Tem sido observado que a resistência do biofilme aos antibióticos é 

aumentada se comparada ao observado em culturas de células, de modo que os 

microrganismos presentes em um biofilme podem ser de 10 a 1000 vezes mais 
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resistentes aos efeitos dos agentes antimicrobianos (NICKEL et a/., 1985; EVANS 

& HOLMES, 1987; MAH & OTOOLE, 2001). 

Desse modo, realizou-se um estudo com voluntários utilizando 

dispositivos intra-bucais para o acúmulo de biofilme dental, já que o modelo in situ 

de longa duração em humanos é reconhecido como uma alternativa viável entre 

as limitações das controladas avaliações laboratoriais e a complexidade dos 

estudos clínicos (ZERO, 1995). 

Os resultados do estudo in situ sugerem que as bactérias presentes na 

formação dos biofilmes bacterianos em humanos são susceptíveis à terapia 

fotodinâmica sendo observado ação bactericida total sobre estreptococos totais, 

estreptococos grupo mutans e lactobacilos e inibição parcial de crescimento para 

as candidas. Em relação às contagens de estreptococos totais, observou-se 

reduções estatisticamente significativas na utilização do corante isoladamente. 

Embora a maioria dos estudos relate que a irradiação das bactérias na ausência 

do corante ou a sensibilização com o corante na ausência da luz laser não tenha 

efeito detectável na viabilidade dos microrganismos (DOBSON & WILSON, 1992; 

WILSON et a/., 1992; BURNS et a/., 1993; SARKAR & WILSON, 1993; BURNS et 

ai., 1994; WILSON & YIANNI, 1994; MILLSON et a/., 1996; WILSON et a/., 1996), 

alguns autores têm encontrado redução na viabilidade de algumas espécies 

quando expostas somente ao corante (WILSON & MIA, 1993; BURNS et ai., 1995; 

WILSON et ai., 1995; BHATTI, et a/., 1997; GRIFFITHS et ai., 1997}, o que 
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provavelmente está relacionado ao tipo e concentração do fotossensibilizador 

utilizado, bem como ao tipo de célula irradiada. 

Com relação à inibição parcial de crescimento observada para candida 

in situ, esse fato deveu-se provavelmente às diferenças nas características 

morfológicas das células fúngicas. A redução nas contagens de candida para o 

grupo tratado com corante e laser foi estatisticamente significativa quando 

comparada aos outros grupos, ao contrário do observado no estudo in vitro. Esse 

fato é provavelmente devido às menores densidades de candida no biofilme dental 

de voluntários saudáveis quando comparados com as quantidades de células 

presentes nas suspensões testadas in vitro, além de alterações nas características 

metabólicas e condições de crescimento dessas células quando inseridas em 

biofilmes bucais. 

Assim, os resultados do estudo in sítu sugerem que as bactérias 

presentes na formação dos biofilmes bacterianos em humanos são susceptíveis à 

terapia fotodinâmica. No entanto, a ação bactericida da associação do laser diodo 

e do corante azul de toluidina O só foi observado quando o biofilme formado in situ 

havia sido desorganizado pela sonicação do material. 

Resultados semelhantes foram encontrados por WILSON et a/ (1995) 

onde os autores relatam reduções estatisticamente significativas nas contagens de 

bactérias anaeróbicas, estreptococos e actinomicetos coletados da placa 

bacteriana supragengival de dez voluntários saudáveis. Neste estudo, o material 
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era coletado com um swab, colocado em um meio de transporte, agitado pra a 

dispersão das células e somente então submetido à terapia fotodinâmica. SAKAR 

& WILSON (1993) utilizaram a mesma metodologia na coleta de placa bacteriana 

subgengival de vinte pacientes com periodontite crônica, observando reduções 

estatisticamente significativas nas contagens de bactérias aeróbicas, bactérias 

anaeróbicas, anaeróbios produtores de pigmento negro e estreptococos quando o 

biofilme subgengival formado foi submetido à terapia fotodinâmica após a 

dispersão do material. 

Os resultados encontrados em um estudo piloto realizado no laboratório 

de Microbiologia e Imunologia da FOP - UNICAMP (dados não mostrados) 

sugeriram que biofilmes dentais produzidos in situ e expostos a terapia 

fotodinâmica nos parâmetros testados sem a desorganização do material, 

respondem negativamente ao tratamento. Neste estudo piloto, não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas entre o grupo tratado com 

laser e corante e os grupos controles. Isso se deu provavelmente pela dificuldade 

de penetração do agente fotossensibilizador no interior do biofilme devido à 

presença da matriz extracelular e devido a alterações nas densidades de energia 

necessárias para a obtenção de efeito antimicrobiano sobre biofilmes organizados. 

O único estudo relatando reduções estatisticamente significativas sobre 

a viabilidade de microrganismos presentes em biofilmes organizados após a 

fotossensibilização letal por laser é de WILSON et ai. (1996). Neste estudo, os 

autores avaliaram quantitativamente o efeito dessa terapia sobre S. sanguinis 
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utilizando um fermentador de fluxo contínuo alimentado por saliva artificial. A 

sensibilização das amostras com o fotossensibilizador e a irradiação com um laser 

de 660 nm foi feito sem a desestruturação do biofilme. A dispersão das células foi 

feita posteriormente para permitir a contagem dos microrganismos viáveis. Os 

resultados demonstraram haver uma redução dos microrganismos viáveis 

diretamente proporcional ao aumento das doses de energia. No entanto, é 

importante notar-se que o biofilme utilizado neste estudo foi formado por uma 

única espécie bacteriana e foi produzido artificialmente; o que inevitavelmente 

apresenta diferenças em relação ao biofilme formado in vivo. 

A habilidade do laser diodo de 660 nm associado ao azul de toluidina O 

em produzir efeito antimicrobiano sobre bactérias cariogências foi comprovado 

neste estudo tanto em microrganismos crescidos em caldos de cultura in vitro 

quanto em bactérias crescidas em biofilmes formados in situ. Embora outros 

estudos devam ser realizados a fim de tornar a fotossensibilização letal por laser 

aplicável ín vivo, esses resultados preliminares sugerem que essa terapia poderá 

ter aplicações clínicas. 

Entre as vantagens dessa técnica em relação ao uso dos agentes 

antimicrobianos tradicionais temos que a morte da célula bacteriana pode ser 

rápida, não sendo necessária a manutenção do agente químico em altas 

concentrações sobre as lesões por longos períodos de tempo como ocorre com os 

agentes anti-sépticos e antibióticos. Além disso, a morte celular mediada pela 

liberação de radicais livres torna o desenvolvimento de resistência pelos 
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microrganismos improvável. Finalmente, o uso do fotossensibilizador ou da luz 

laser sozinhos não apresentam efeito significativo sobre a viabilidade das 

bactérias, de modo que a terapia pode ser confinada à área da lesão de cárie pela 

aplicação tópica cuidadosa do corante e restrição da irradiação por meio do uso 

de fibra ótica (WILSON, 1993). 

Entre as maiores vantagens em se matar bactérias in vivo temos sua 

implicação na remoção mecânica da dentina infectada De modo geral, o 

tratamento de lesões de cárie envolve a remoção de tecido sadio para ganhar 

acesso à lesão e permitir a remoção de dentina desmineralizada infectada 

(WILSON et a/., 1995). O desenvolvimento de uma terapia capaz de obter efeito 

antimicrobiano in vivo possibilitaria a restauração da lesão de cárie com a 

remoção mínima do tecido dental, melhorando dessa forma o prognóstico do 

elemento dental restaurado. 
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7. CONCLUSÔES 

O uso da terapia fotodinâmica in vitro associando o corante azul de toluidina 

O na concentração de 100 !Jg/mL seguido da irradiação com laser diodo de 660 

nm e densidade de energia de 28,8 J/cm2 é efetiva para eliminar S. mutans, S. 

sobrinus, S. cricetus, L. acidophilus e L. casei presentes em suspensões 

bacterianas e estreptococos grupo mutans presentes em pool de saliva humana. 

Sob as mesmas condições experimentais a terapia foi efetiva para reduzir as 

contagens de S. sanguinis e estreptococos totais presentes em saliva humana; 

O uso da terapia fotodinâmica nos parâmetros testados é efetivo para 

reduzir as contagens de estreptococos totais, estreptococos grupo mutans, 

lactobacilos e candidas crescidas em biofilmes dentais in situ. 
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