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EPIGRAFE

“Descobri como é bom chegar quando se tem
paciéncia. E para se chegar, onde quer que
seja, aprendi que nao é preciso dominar a
forca, mas a razao. E preciso, antes de mais
nada, querer”.

Amyr Klink
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar, histolégica e microbiologicamente, a
acao da TFD, da clorexidina a 0,12% (CLX) e do iodo povidine a 10% (PVP-I), na
periodontite experimental induzida em ratos. Para isso, 28 ratos Wistar receberam
bilateralmente insercdo de ligadura ao redor dos primeiros molares inferiores no
baseline. Os lados foram aleatoriamente escolhidos para receber sé insergao de
ligadura (grupo controle) ou ligadura e uma das seguintes terapias: PVP-1 a 10%
(n=10), CLX a 0,12% (n=8) e TFD (n=10). Cada grupo recebeu o respectivo
tratamento em trés periodos: 7, 14 e 21 dias apds indugdo da periodontite.
Histometricamente, ndo foi observada diferenca estatistica na avaliacao intergrupo
e intragrupo, no que diz respeito a reducéo da reabsorcao 6ssea alveolar (p>0,05).
Histoquimicamente, a avaliacao intragrupo mostrou que o grupo TFD apresentou
um numero menor de células TRAP-positivas/mm quando comparado o lado
tratado com o lado n&o-tratado (p<0,05). No entanto, ndo houve diferenga
estatistica nos grupos CLX e PVP-Il, quando avaliados os respectivos lados que
receberam terapia e os lados controle. Na avaliacdo entre as terapias, néo foi
possivel verificar diferencas significativas na contagem de células TRAP-positivas
em todos os grupos avaliados (p>0.05). Na avaliacdo microbioldgica, houve uma
reducdo significativa na carga microbiana nos molares tratados com PVP-I
(p=0,03), apontando uma boa efetividade do tratamento. Dentre os molares
tratados com CLX, houve uma tendéncia positiva para redugdo microbiana através
dessa terapia (p=0,10). A TFD apresentou um efeito antimicrobiano apenas em
alguns animais, porém sem diferenga significativa entre o lado tratado e n&o
tratado (p=0,54). Sendo assim, pode-se concluir que os trés agentes mostraram
um efeito antimicrobiano sobre os microrganismos totais, porém, como terapia,
somente o PVP-I foi eficaz na reducéo do biofilme bacteriano. No que diz respeito
a reabsorcéo, as trés terapias ndo foram capazes de impedir a reabsor¢céo 6ssea
alveolar nos molares dos ratos ao final dos 21 dias de estudo.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica, clorexidina, iodo povidine
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate histologically and microbiologically,
the action of PDT, of the chlorhexidine 0.12% (CLX) and povidone iodine 10%
(PVP-l) in a experimental rat periodontal disease model. For this purpose, 28
Wistar rats received bilateral ligature in both mandible first molars at baseline. The
sides were randomly assigned to receive ligature only (control group) or ligature
and one of the following therapies: PVP-I 10% (n=10), chlorhexidine 0.12% (n=8)
and PDT (n=10). Each group received their treatment in three periods: 7, 14 and
21 days. Histometrically, no statistical difference was seen in the intragroup and
intergroup evaluation, regarding the reduction of alveolar bone resorption (p>0.05).
Histochemically, the evaluation intragroup showed that the group of PDT showed a
smaller number of cells TRAP-positivas/mm when compared to CLX group
(p<0.05). However, there was no statistical difference in the groups CLX and PVP-
I, when evaluated the respective sides receiving therapy and control sides. In the
evaluation of therapies, it was not possible to verify significant differences in
counting TRAP-positive cells in all groups (p> 0.05). In microbiological evaluation,
there was a significant reduction in microbial load in molars treated with PVP-I
(p=0.03), indicating a good treatment effectiveness. Among the molars treated with
CLX, there was a positive trend towards reduction through this therapy (p=0.10).
PDT showed an antimicrobial effect only in some animals, but no significant
difference between the treated side and untreated (p=0.54). Therefore, one can
conclude that the three agents shown an antimicrobial effect on the total
microorganisms, however, as the therapy, only the PVP-I was effective in reducing
the bacterial biofilm. With respect to absorption, the three treatments were not able
to prevent alveolar bone resorption in molars of the rats at the end of the 21 day

study.

Key-words: photodynamic therapy, clorhexidine, povidine iodine
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aa — Aggregatibacter actinomycetemcomitans
CLX - Clorexidina

Fn — Fusobacterium nucleatum

IP — indice de placa

LED - Light Emiting Diodes

pl — Microlitro

pum — Micrémetro

'0, — Oxigénio singleto

S — Estado singleto

T4 — Estado tripleto

A — Comprimento de onda

Mmol/L — milimolar por litro

NIC — Nivel de insergéo clinica

Pg — Porphyromonas gingivalis

PS — Profundidade de sondagem

PVP-I — lodo povidine

RAR — Raspagem e alisamento radicular
RTF — Meio de transporte fluido reduzido
SS — Sangramento a sondagem

Td - Treponema denticola

Tf— Tannerella forsythia

TFD — Terapia fotodindmica

UFC — Unidades formadoras de colbnias
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma doenca inflamatéria crbnica causada
incialmente por bactérias periodontopatogénicas presentes no biofilme dental,
podendo afetar individuos de todas as idades (Lée et al., 1986). Essas bactérias
atuam por meio de mecanismos diretos, causando destruicdo tecidual pela
liberacao de enzimas liticas e produtos citotoxicos, e indiretos, desencadeando as
reacdes de defesa do hospedeiro que podem resultar em destruicdo progressiva
da inserg&o conjuntiva e osso alveolar (Kinane & Lindhe, 1997).

Uma vez que a presenca do biofilme € o fator etiol6gico primario envolvido
no inicio e progressao da doenca periodontal, sua remog¢ao ou desorganizacao
passa a ser o principal objetivo no tratamento da doenca. Juntamente com a
instrucao de higiene oral e controle de placa, a raspagem e alisamento radicular
(RAR) representa o principal passo no tratamento n&o-cirdrgico da doenca
periodontal (Smulow et al., 1983; Magnusson et al.,, 1984). Os efeitos benéficos
deste tipo de tratamento é o restabelecimento da salde periodontal, tendo como
resultado a redugdo do numero de microrganismos subgengivais e a melhoria nos
parametros clinicos de profundidade de sondagem (PS), nivel de insercao clinica
(NIC), indice de placa (IP), sangramento a sondagem (SS) e supurac¢ao (Ximenez-
Fyvie et al., 2000).

No entanto, o uso isolado da terapia mecanica muitas vezes nao é capaz de
manter 0s niveis de microrganismos  periodontopatogénicos  baixos
[Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td), Tannarella forsythia
(Tf), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)] por periodos mais
prolongados. Isso pode ser explicado pelo fato de que esses microrganismos
podem ser inacessiveis através de intervencdes mecéanicas devido a sua
capacidade de invadir o tecido periodontal ou tubulos dentinarios ou porque eles
se encontram em locais inacessiveis aos instrumentos periodontais. Esse pode
ser 0 caso de bolsas periodontais profundas, concavidades na superficie radicular
ou areas de furca (Adriaens et al.,, 1988; Addy, 1999; AAP, 2005; Del Peloso
Ribeiro et al., 2006). Além disso, sitios onde o tratamento foi bem sucedido podem



ser recolonizados por patdgenos periodontais que persistem em superficies nao-
dentais como o dorso da lingua ou tonsilas (Lindhe et al., 1999).

Dessa forma, tem sido proposta diferentes terapias coadjuvantes ao
tratamento da RAR, como o uso de antibidticos sistémicos ou locais no intuito de
promover a reducdo ou eliminacdo dos patdégenos periodontais (Drisko, 1996;
Greenstein, 1999; Lopes et al., 2010).

A terapia antibidtica sistémica pode alcangar microrganismos em multiplos
sitios e atinge niveis variados de concentracao por um longo periodo de tempo em
diferentes partes do corpo; porém, dentro da bolsa periodontal, € dificil conseguir
concentragbes efetivas dessas drogas antimicrobianas (Schlagenhauf et al.,
1990). Além disso, a administracdo sistémica de antibidticos pode causar
significativos efeitos colaterais, além de propiciar resisténcia bacteriana (Sherman
et al., 1990, Wainwright, 1998; Usacheva et al., 2001).

Ja a administracdo local de agentes antimicrobianos objetiva auxiliar o
tratamento mecanico na redugcdo dos patdgenos periodontais, por atingir
concentragdes elevadas no sitio de ag@o e por ndo induzir os efeitos indesejaveis
da terapia antibiética via sistémica (Etienne, 2003). Varias substancias tém sido
utilizadas na terapia antimicrobiana local, das quais pode-se destacar o PVP-l e o0
gluconato de clorexidina (Slots, 2002).

O PVP-l tem demonstrado atividade bactericida contra alguns
periodontopatégenos, mesmo em um tempo de contato muito breve (Caufield et
al., 1987; Muller et al., 1989; Higashitsutsumi et al., 1993). Estudos clinicos tém
demonstrado resultados favoraveis através da associacao do PVP-I ao tratamento
da doenca periodontal crénica (Rosling et al., 1986; Christersson et al., 1988;
Collins et al., 1993; Rosling et al., 2001; Hoang et al., 2003), quando utilizado
como irrigante subgengival (Wolf et al., 1989; Leonhardt et al, 2006) e em
pacientes com periodontite recorrente (Collins et al,, 1993). O PVP-I tem como
caracteristicas a nao inducdo de resisténcia bacteriana, a baixa toxicidade
sistémica, a facil utilizacdo e o baixo custo (Kunisada et al., 1997; Lanker-Klossner
et al, 1997). Além disso, € um microbicida de amplo espectro para bactérias



gram-positivas e gram-negativas, fungos, micobactérias, clamidias, virus e
protozoarios (Kawana et al, 1997; Schreier et al.,1997). No entanto, alguns
estudos tém mostrado que o PVP-I pode causar alteracbes como manchamento
dos dentes ou outros tecidos bucais (Clark et al., 1989; Greenstein, 1999).

A clorexidina, um dos antimicrobianos mais estudados, € uma potente
substancia antibacteriana, que tem ac&o sobre uma ampla variedade de bactérias
gram-positivas e gram-negativas, além de ser eficaz também contra alguns
fungos, leveduras e virus (Lindhe et al., 1999). No entanto, apesar das excelentes
propriedades inibidoras do biofilme, o uso amplo e prolongado da CLX é limitado
pelos efeitos colaterais locais. Dentre esses efeitos, pode-se destacar: sabor
amargo, manchas acastanhadas nos dentes, em alguns materiais restauradores e
no dorso da lingua e alteracdo do paladar (Pratten et al, 1998). Além disso,
alguns estudos nao mostram uma acédo pouco efetiva da clorexidina sobre um
biofilme ja formado (Zaura-Arite et al., 2001; Zanatta et al., 2007).

Nesse contexto, no intuito de driblar as limitagdes do uso de
antimicrobianos sistémicos e locais, novas terapias visando a reducao bacteriana,
tais como a terapia fotodinamica, pode ser uma alternativa ao uso desses
farmacos como coadjuvante a terapia periodontal ndo cirargica (Yamada et al.,
2004; De Almeida et al., 2007).

A TFD consiste na associacdo de um fotossensibilizador exégeno e uma
fonte de luz, com o objetivo de provocar a morte bacteriana através de danos a
membrana celular (Wilson et al., 1995; Soukos et al., 1996; Dortbudak et al.,
2001). A terapia fotodindmica além de eliminar bactérias, tem agdo também sobre
fungos, virus e protozoarios (Wainwright & Crossley, 2004).

As vantagens da TFD antimicrobiana em relacdo ao uso dos agentes
antimicrobianos tradicionais sdo: 1) eliminacdo rapida da célula bacteriana, nao
sendo necessaria a manutencédo do agente quimico em altas concentragdes sobre
as lesbes por longos periodos de tempo, como ocorre com os antibibticos; 2) a
morte celular mediada pela liberacdo por radicais livres, que torna o
desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos improvavel; 3) terapia



confinada a area da leséo pela aplicagédo topica cuidadosa do corante e restricdo
da irradiacdo, ja que o uso do fotossensibilizador ou da luz sozinhos né&o
apresentam efeito significativo sobre a viabilidade das bactérias (Wilson, 2004;
Allison et al., 2005, 2006; Konopka et al., 2007).

Sendo assim, diante dos beneficios observados com a terapia fotodinamica
na redugdo da carga microbiana, o objetivo deste trabalho € realizar um estudo
microbiolégico, histométrico e histoquimico avaliando o efeito antimicrobiano da
terapia fotodinamica nos tecidos periodontais acometidos por doenca periodontal
experimental induzida em ratos, comparando-a com a clorexidina a 0,12% e o iodo

povidine a 10%.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tratamento periodontal nao-cirurgico

Sabe-se hoje que por volta de 600 espécies bacterianas ja foram isoladas e
identificadas na cavidade bucal, entretanto poucas sdo as que desempenham
papel importante na patogenia da doenca periodontal (Socransky & Haffajee,
2002). Socransky et al. (1998) avaliaram a prevaléncia e a incidéncia de 40
espécies na placa supra e subgengival microbianas em 27 individuos com
periodonto sadio e em 115 individuos através da técnica hibridizagdo DNA-DNA
checkerboard. Concluiram que nos sitios doentes, houve maior proporcdo de
bactérias do chamado complexo vermelho, composto pela Pg, Td e Tf e que
guanto maior a severidade da doenga, ou seja, quanto maior a profundidade da
bolsa, maior a prevaléncia dessas espécies microbianas.

Em vista disso, a remogéao regular e meticulosa do biofilme bacteriano por
técnicas de higiene oral adequadas e raspagem e alisamento radicular, representa
um ponto fundamental na manutencao da saude periodontal. Muitos estudos tém
demonstrado a importéancia clinica do controle regular do biofilme supragengival
(L6e et al., 1965; Nyman et al., 1975; Lindhe & Nyman, 1975; Rosling et al.,
1976a; Ximénez-Fyvie et al., 2000). ApGs a realizacdo destes procedimentos sao
observados: reducao da inflamacéao clinica, mudanca para uma microbiota menos
patogénica, reducado na profundidade de sondagem e ganho de insercao clinica
(Lindhe et al., 1984; Ramfjord et al., 1987;Kaldahl et al., 1996).

Smulow et al. (1983) avaliaram o efeito do controle supragengival
relacionado ao numero de microrganismos anaerébios em bolsas profundas e
observaram uma redugao no numero desses microorganismos, quando realizada
profilaxia diaria dos depédsitos supragengivais. Magnusson et al. (1984) relataram
que um controle meticuloso do biofilme supragengival esta associado a uma
melhora nos parametros clinicos (IP, SS e PS). Entretanto, com a presenca de



biofilme supragengival observou-se uma rapida recolonizagdo microbiana dos
sitios tratados.

Baderstein et al. (1984) estudaram os efeitos do tratamento mecanico de
bolsas periodontais associado as medidas de higiene oral em pacientes com
doenca periodontal avancada. Os indices de placa e sangramento foram
reduzidos para menos de 20%, independente da profundidade de bolsa inicial. A
reducdo na profundidade de bolsa foi causada por uma combinagdo do aumento
da recessao gengival e ganho do nivel de insergéo clinica e os sitios com maiores
profundidades iniciais foram os que apresentaram maiores ganhos de insercao.

No entanto, embora a RAR associada aos corretos métodos de higiene oral
seja a terapia padrao para o tratamento da doencga periodontal (Axellson & Lindhe,
1978; Baderstein et al.,, 1981), estudos longitudinais tém relatado que, alguns
pacientes que receberam tratamento periodontal n&o-cirurgico, mesmo sob
manutengdo periodontal, apresentaram persisténcia ou a recidiva de crescimento
de certos microrganismos em alguns sitios (Lang et al., 1996; Lindhe et al., 1999;
Serino et al, 2001). A persisténcia de certos microrganismos nas bolsas
periodontais, como Aa, Fn, Pi e principalmente bactérias pertencentes ao
complexo vermelho como Pg, Tf e Td, mesmo apds o tratamento mecanico, tem
sido apontado como fator de risco para a reinfeccdo desses sitios (Haffajje et
al.,,1997; Chaves et al, 2000; Mombelli et al., 2000).

A capacidade dos microrganismos em recolonizar os sitios mesmo apés o
tratamento mecanico tem sido descritos na literatura como um dos pontos de
insucesso da terapia periodontal (Adriaens et al., 1988). A habilidade dos
microrganismos em penetrar nos tubulos dentinarios e na intimidade dos tecidos,
pode agir como um reservatério desses patdégenos e, dessa forma, reativar a
doenca (Christersson et al., 1987). Outros sitios, como lingua, bochecha e tonsilas
também tém sido descritos como possiveis fontes para recolonizacdo das bolsas
apds o tratamento mecéanico (Adriaens et al., 1988).

Além disso, outro fator associado ao fracasso da terapia mecénica nao-
cirlrgica € a inacessibilidade dos instrumentos manuais no fundo dos defeitos



periodontais. Por consequéncia, isso leva a remogédo incompleta de biofilme e
calculo (Stambaugh et al., 1981; Oda et al., 2004), bem como a correlagao direta
entre a profundidade de bolsa e a quantidade de biofilme residual (Rabbani et al.,
1981; Rateitschak-Pluss et al., 1992). Waerhaug (1978), examinou a porcentagem
de remocao de biofilme e calculo em 212 superficies de 53 dentes indicados para
extracdo. A taxa de sucesso foi de 83% das superficies em bolsas < 3mm, 39%
das superficies em bolsas de profundidade entre 3 a 5 mm e apenas em 11 % das
superficies em bolsas > 5mm.

Esse problema torna-se ainda mais critico quando se refere aos dentes
posteriores e lesdes de bi ou trifurcagdo. A dificuldade de instrumentagdo nessas
areas se deve a sua complexa anatomia, com presenga de concavidades,
convexidades e diferentes tamanhos de entrada da furca, além das projecoes
cervicais de esmalte (Svardstrom & Wennstrom, 2000). Nao obstante, a literatura
tem relatado maior quantidade de célculo residual em furcas tratadas pela terapia
periodontal ndo-cirargica (Matia et al., 1986; Fleischer et al., 1989; Parashis et al.,
1993).

Diante disso, esses achados tém suportado o uso de antimicrobianos, tanto
locais quanto sistémicos, como adjuntos ao tratamento mecéanico, com o objetivo
de suprimir ou reduzir a quantidade de patdogenos e dessa forma trazer beneficios
adicionais a terapia convencional (Quirynen et al., 2002; Slots, 2002).

O uso de antibiéticos sistémicos associados ao tratamento da periodontite
cronica nao tem mostrado resultados consistentes (Herrera et al., 2002; Haffajee
et al., 2003), na medida em que, ainda nao € possivel determinar qual farmaco é o
mais efetivo em cada paciente e, ainda, a administracdo indiscriminada pode
interferir na microbiota normal do organismo, gerar resisténcia e causar reagdes
adversas (Walker, 1996; Roberts, 2002; Bidault et al., 2007). Ja os antibiéticos de
acado local oferecem abordagem especifica para o tratamento da doenca
periodontal, na qual a droga em altas concentragdes € aplicada no sitio especifico,
evitando reacgdes adversas potenciais inerentes ao tratamento sistémico (Ettiene,
2003; Mombelli & Samaranayake, 2004; Jorgensen et al., 2005).



2.2. Antimicrobianos de uso local em Periodontia

O uso local das substancias antimicrobianas tem sido preconizado durante
o tratamento periodontal com a finalidade de combater os efeitos indesejaveis dos
agentes sistémicos, por agir diretamente nas bactérias que residem no tecido mole
da bolsa periodontal, no cemento e na dentina radicular exposta, suprimindo ou
erradicando a microbiota patogénica ou, ainda, modulando a resposta inflamatéria,
limitando, dessa forma, a destruicao tecidual (Goodson, 1989).

Killoy (2002) avaliou varios aspectos inerentes ao tratamento periodontal,
entre eles, quantidade de bolsas residuais, ganho de insercdo clinica,
porcentagem de sitios que necessitavam terapia adicional, além de outros itens,
como tempo e custo. Concluiu que os antimicrobianos de acéo local ofereciam
beneficios tanto estatisticos como clinicos como opc¢ao adicional a terapia
periodontal.

Em revisdo sistematica, Hannes & Purvis (2003), apos avaliarem 32 estudos
(envolvendo ao todo 3705 individuos), afirmaram que o uso dos antimicrobianos
locais associados a RAR ofereceu maiores beneficios comparados a RAR
isoladamente e que em algumas populagbes o uso dos farmacos como
monoterapia mostrou resultados semelhantes.

Dentre as formas de utilizacdo dos antimicrobianos locais pode se encontrar
agentes de irrigacao, géis, pomadas e até dispositivos de liberacdo prolongada
contendo a droga. Como agentes de irrigacdo, o iodo povidine e a clorexidina
destacam-se por apresentar bons resultados na redugao microbiana (Slots, 2002;
Mombelli et al., 2005).

2.2.1. IODO

O iodo foi descoberto em 1811 pelo quimico Bernard Courtois; entretanto
seu efeito bactericida foi descrito por Davaine somente em 1880 (Fleischer &
Reimer, 1997). O iodo, do grego ioeides, significa “de cor violeta” devido a esta

intensa coloragcédo presente em seus vapores. Inicialmente, a aplicacao clinica do



iodo era sob a forma de iodoférmio ou tintura de iodo etilico, mas sua utilizagao
era limitada porque o antisséptico ndo possuia estabilidade, manchava, além de
causar irritagdes na pele e mucosas. Foi apés o desenvolvimento dos iodoforos
(iodo ligado a macromoléculas) que comecgou seu uso em larga escala, em virtude
da diminuigcdo da sua toxicidade para os tecidos humanos (Fleischer & Reimer,
1997).

O PVP-I é classificado pela farmacopéia britanica como um iodéforo, que é
um complexo de iodo fracamente ligado a um elemento transportador. As
substancias transportadoras sao polimeros neutros com propriedades anfipaticas
cujas fungdes sdo aumentar a solubilidade do iodo e diminuir a sua toxicidade.
Nesse caso, a molécula carreadora € a polivinilpirrolidona (povidona) e o iodo esta
ligado a ela por pontes de hidrogénio (Maruniak et al., 1992; Fleischer & Reimer,
1997).

Em solucdo aquosa existe um equilibrio entre a quantidade de iodo ligado
ao polimero e o iodo livre. Isso faz com que exista um reservatorio de liberagéo de
iodo (Gennaro, 1990; Schreier et al.,, 1997). A maioria das solugdes disponiveis no
mercado contém aproximadamente 10% do iodo ligado e 1% de iodo livre. Assim,
o iodo disponivel equivalente pode ser calculado dividindo-se a concentragcao de
PVP-I por 10. Por exemplo, PVP-I (10%) contém na realidade 1% de iodo livre
(Gennaro, 1990; Greenstein, 1999).

O PVP-I tem acao em bactérias gram-positivas e gram-negativas, esporos,
fungos, virus e protozodrios, demonstrando um amplo espectro de acao
(Schaeken et al., 1984; Fleischer & Reimer, 1997; Schreier et al., 1997; Spratt et
al., 2001). Quimicamente, a atividade bactericida do PVP-I ocorre através dos
grupamentos amino (NH-), tiol (SH-) e hidroxilicos (OH-) dos aminoacidos e
nucleotideos (Kawana et al., 1997; Schereier et al., 1997).

Apesar do mecanismo quimico de acdo do PVP-I ja estar estabelecido,
Schereier et al. (1997), observaram através de andlises bioquimicas e de
microscopia eletrénica, que a interacdo do PVP-l com a parede celular de
microrganismos causa provavelmente a formagdo de um poro transiente ou



permanente. Especula-se que, em razdo da oxidacdo das duplas ligacées na
fracao fosfolipidica da parede celular, possam ser geradas interfaces solido-
liquidas na membrana lipidica, levando a perda de material citoplasmatico, além
da desnaturacao de enzimas pelo contado direto com o iodo.

Konig et al. (1997) confirmaram a alta atividade bactericida do PVP-| e
ressaltaram que, ao contrario do que acontece com muitos antimicrobianos, o
PVP-I inibe a acdo de fatores de viruléncia como exotoxinas e endotoxinas. Isso
corrobora com os achados de desnaturacao enzimatica observados por Schreier
et al. (1997) quando da utilizacao do PVP-I.

O efeito na parede celular e a rapida destruicdo celular, ao contrario dos
antimicrobianos que normalmente interferem com processos bioquimicos, sao
motivos que explicam porque a exposi¢cao de curta ou longa duragao ao PVP-I ndo
resultam em aumento da resisténcia bacteriana (Lanker-Klossner et al., 1997;
Slots, 2002). Soma-se a isso o fato de que a resisténcia das bactérias aos
antibioticos ndo influenciam a sensibilidade bacteriana ao PVP-I (Kunisada et al.,
1997; Michel & Zach, 1997).

Além disso, vale salientar também que o PVP-I tem baixo custo e é de facil
aquisicao. Reacao alérgica ao PVP-l é rara, de maneira que Pohl-Markl et al.
(1988) em uma populagdo de 6.050 pacientes submetidos ao teste alérgico,
observaram apenas 0,73% com reagdes ao iodo povidine. Com relagdo a
toxicidade, ndo existem relatos de alteracao da cicatrizacdo das mucosas ou pele
e também de reacdes teciduais apds o uso intra-oral de PVP-I (Forabosco et al.,
1996; Rahn et al., 1995). No entanto, apesar da baixa toxicidade, a utilizagdao do
PVP-I tem sido contra-indicada em pacientes com alteragdes na funcao da
tiredide, com hipersensibilidade ao iodo e em mulheres gravidas ou em periodo de
lactacao (Fleischer & Reimer, 1997; Nobukuni et al., 1997; Linder et al., 1998;
Greenstein, 1999; Slots, 2002).

Devido a todas essas caracteristicas apresentadas (a¢ao bactericida rapida,
amplo espectro de agao, facil utilizagdo, ndo indugao de resisténcia bacteriana) o
iodo povidine torna-se um promissor antimicrobiano para a Periodontia (Quirynen
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et al., 2002) . O uso de PVP-I na &rea da Periodontia se iniciou em meados de
1980 e desde entéo alguns trabalhos tém sido desenvolvidos avaliando o efeito do
PVP-I puro ou associado a outras substancias na prevencao de gengivite bem
como sua utilizacdo adjunta ao tratamento periodontal ndo-cirdrgico. Alguns
estudos tém avaliado in vitro e in vivo o efeito do PVP-l em diferentes
concentragdes, sobre diversos microorganismos subgengivais (Berkelman et al.,
1982; Caufield et al., 1987; Higashitsutsumi et al., 1993; Kunisada et al., 1997).

Caufield et al. (1987), na tentativa de simular as condigbes subgengivais,
desenvolveram uma técnica para cultivar bactérias sobre membranas que
proporcionam uma espessura de 10° bactérias. Os autores relataram que o iodo
apresentou a menor concentragdo minima inibitéria em cinco minutos, quando
comparado a clorexidina, ao fluoreto de sédio e ao fluoreto estanhoso. Essa
concentracéao era 0,25% para Pg e 0,5% para Aa, Pie Fn.

Nakagawa et al. (1990) analisaram in vivo o efeito de uma solugéo
comercial de PVP-1 10% né&o diluida e duas diluicdes dessa solucédo (10% e 20%),
utilizadas para irrigacdo subgengival de bolsas periodontais. Apenas a solucao
comercial nao diluida apresentou reducdo estatisticamente significante na
formacgao de colbnias bacterianas, quando comparada ao grupo controle (irrigacéo
com solucao de NaCl 0,9%).

Maruniak et al., (1992) avaliaram o efeito de 4 solugdes antissépticas para
bochechos: timol (Listerine®), clorexidina a 0,12% (Peridex®), PVP-I + per6xido de
hidrogénio (Perimed®) e agua (controle) no desenvolvimento do biofilme dental e
gengivite, quando usados como unico método de higiene bucal por 14 dias, 2
vezes ao dia. O estudo concluiu que Perimed® usado 2 vezes ao dia em
bochechos é tao eficiente quanto Peridex® na reducdo dos niveis de placa e
gengivite e superior ao Listerine® e a agua.

Higashitsutsumi et al. (1993) avaliaram “in vitro” a acdo de uma solucao de
iodo povidine a 10% diluida 10, 20, 50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200, 6400 e
12800 vezes, em diferentes periodos de agéo (15, 30 e 60 segundos), sobre sete
tipos de periodontopatégenos (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
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Bacteroides  melaninogenicus,  Fusobacterium nucleatum, Aggregatbacter
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga ssp, Pseudomonas aeruginosa). Os
resultados mostraram que a diluicdo de 400 vezes, em contato com o0 meio de
cultura por 15 segundos, obteve o melhor efeito bactericida.

Von Ohler et al., (1998) avaliaram a eficacia da irrigacdo subgengival com
PVP-I 0,5%, clorexidina 0,2% e solugéo salina 0,9% de 64 bolsas periodontais (5-
11mm) na vitalidade microbiana, observada através das técnicas de microscopia
de campo escuro e marcacao fluorescente. Foram realizadas coletas previamente
ao procedimento de irrigacao Oh, 1h, 24h, 7 dias e 31 dias apds. Nao foi realizada
instrumentagdo subgengival em nenhum momento do estudo. Alguns sitios ndo
receberam irrigagdo e serviram como controle. Os resultados mostraram que,
apds sete dias, apenas 0s grupos tratados com clorexidina e iodo exibiam redugéo
na vitalidade microbiana (PVP-1 35-80% e CLX 30-80%) e apds 31 dias apenas o
grupo que recebeu PVP-lI ainda mostrava reducdo na contagem de bactérias
viaveis (12-90%).

Hoang et al. (2003), mostrou que a irrigagao subgengival com PVP-1 a 10%,
associada a RAR, foi capaz de reduzir em mais de 95% a quantidade de
periodontopatdgenos de 44% dos sitios com PS = 6mm. Essa redugéo ocorreu 5
semanas apos o tratamento, mesmo em sitios com calculo subgengival presente
(comprovados radiograficamente). Entretanto, apenas a RAR ou a irrigagdo com
PVP-l ou a irrigacdo com agua levaram a uma reducdao de 95% dos
periodontopatdégenos em somente 13% dos sitios avaliados. Assim, os autores
concluiram que a aplicacao subgengival de PVP-I ajudou na reducéo dos niveis de
periodontopatogenos. Entretanto, ela deve estar associada a instrumentagéo
mecanica em bolsas profundas ou sitios com calculo subgengival.

Oliveira et al., (2009) avaliaram o efeito de diversas concentracdes de PVP-
| sobre amostras microbiol6gicas de biofilme subgengival. Essas amostras foram
coletadas de bolsa periodontal, colocadas em meio de cultura liquido BHI pré-
reduzido (Brain Heart Infusion) e replicadas em placas de agar-sangue contendo
discos imersos em: solucao salina a 0,9%, digluconato de clorexidina a 0,12%,
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PVP-I a 10% puro, PVP-l a 10% na proporcéo de 1:1, PVP-l a 10% na proporcao
de 1:3. A solugdo salina nao apresentou efeito inibitério no crescimento
bacteriano. O grupo contendo clorexidina apresentou o maior halo de inibicao,
evidenciando diferenca estatistica em relacdo aos outros grupos. O grupo
contendo iodo puro apresentou um halo estatisticamente semelhante ao grupo
iodo 1:1. Estes, porém, apresentaram diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo iodo 1:3, que tinha halo de inibicdo de apenas 3mm. Sendo
assim, os autores concluiram que o iodo a 10% puro apresentou efeito inibitério in
vitro sobre microrganismos do biofilme subgengival de maneira semelhante ao
iodo 1:1, porém inferior ao digluconato de clorexidina a 0,12%.

Krick et al. (2012) em um estudo randomizado avaliaram, apds 12 meses,
o impacto no resultado do tratamento periodontal nao-cirirgico associado a
irrigacao subgengival com diferentes solucao irrigadoras (cloreto de sodio a 0,9%,
digluconato de clorexidina a 0,12% ou iodo-povidine a 7,5%). Antes da raspagem
e apos 3 e 12 meses, 0s seguintes parametros foram registrados: profundidade de
sondagem, nivel de inser¢do clinica e sangramento a sondagem. Amostras de
biofilme subgengival foram analisadas para Aa, Pg, Tfe Td. Apds 12 meses houve
uma melhora significativa em todos os parametros avaliados. Nenhuma diferenca
significante foi vista entre os grupos em todos os sitios, inclusive aqueles que
apresentavam profundidade de sondagem de 3 a 6mm no baseline, embora o
grupo do PVP-| teve as maiores melhoras clinicas. As contagens de Aa e Pg
foram significativamente reduzidas apés 12 meses usando PVP-I. Diferencas
significativas entre os grupos foram vistas apds 3 meses para Aa e Pg e apés 12
meses para Tf. Nenhuma diferenca foi vista entre os grupos nos resultados
clinicos apés 12 meses. Em relacdo aos resultados microbiolégicos, um leve
beneficio pareceu derivar do uso do PVP-I.

Sendo assim, de acordo com os trabalhos apresentados, pode-se afirmar
que o PVP-l, se corretamente utilizado e nas concentracées usuais (9-12%),
apresenta-se como uma substancia antimicrobiana segura (Maruniak et al., 1992;
Niedner, 1997).
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2.2.2. CLOREXIDINA

A clorexidina foi sintetizada nos anos 40 e introduzida no mercado em 1954
como um antisséptico para ferimentos na pele (Davies et al., 1954). Ela se
caracteriza por ser um detergente catibnico, da classe das bisbiguanidas,
disponivel nas formas de acetato, hidrocloreto e digluconato, sendo este ultimo, o
sal mais comumente empregado em férmulas e produtos. A CLX possui um amplo
espectro de acao, agindo sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos,
leveduras e virus lipofilicos (Tortora et al., 2000).

Além disso, a clorexidina é estavel, ndo é téxica aos tecidos, a absor¢ao
pela mucosa e pele € minima, é bem tolerada quando administrada em animais
via parenteral e intravenosa, parece nao atravessar a barreira placentaria e nao
provoca efeitos téxicos colaterais sistémicos com o uso prolongado (Davies & Hull,
1973; Winrow, 1973; Lée et al., 1976; Case, 1977; Rushton, 1977).

O uso da CLX em odontologia foi inicialmente designado para desinfeccao
pré-cirirgica da boca e em endodontia. Todavia, atualmente vem sendo utilizada
como adjuvante da higiene bucal mecéanica, durante o tratamento periodontal,
antes de procedimentos orais cirurgicos, ap0s exodontias, para a redugdo do
numero de bactérias da saliva em pacientes fisica ou mentalmente incapacitados,
nas candidoses bucais, em pacientes sob uso de aparelhos ortoddnticos ou em
pacientes com alto risco de carie, sendo considerada como substancia “padrao-
ouro” no controle do biofilme dental (Moreira et al, 2008).

Na boca, devido a sua natureza dicatibnica, a CLX adsorve-se
imediatamente a compostos anibénicos como glicoproteinas salivares, radicais
fosfatados e carboxilicos presentes no biofiilme dental como bactérias e
polissacarideos extracelulares, pelicula dental e macromoléculas presentes na
mucosa oral (Gjermo et al., 1974; Bonesvoll et al.,, 1974; Rélla & Melsen, 1975).
Assim, sugere-se que uma extremidade catidnica da molécula se prende a
pelicula dental, que apresenta carga negativa, e a outra extremidade cationica fica

livre para interagir com bactérias que buscam colonizar o dente. Em baixa
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concentracao essa forte ligacdo as membranas das células bacterianas, resulta no
aumento da permeabilidade com perda dos componentes intracelulares, inclusive
potassio (Hugo & Longworth, 1964). Em alta concentracdo, a CLX causa
precipitacao do citoplasma bacteriano e morte celular (Hugo & Longworth, 1966).

Uma vez adsorvida, inicialmente, a CLX quando aplicada na forma de
solugdo, gel ou verniz, atua como bactericida. Depois desse efeito bactericida
inicial, ela se liga as mucosas e superficies dos dentes e, posteriormente, é
liberada de forma lenta, em concentracdes bacteriostaticas, durante varias horas
(Schiott et al., 1970; Fejerskov & Kidd, 2005; Van Strydonck et al., 2005). Essa
capacidade de continuar sua ag&o antimicrobiana mesmo depois de um tempo em
que foi aplicada (substantividade), é o que torna a CLX diferente dos demais
agentes antimicrobianos (Rosa & Rocha, 1993; Matthijs & Adriaens, 2002; Zanatta
& Kuchenbecker, 2007).

Sinnes et al. (1997) afirmam que em cada bochecho feito, 3% da CLX é
deglutida, 67% € expectorada e 30% fica retida na boca. Essa hipétese foi testada
por Bonesvoll & Gjermo (1978) que compararam a capacidade de retencdo da
CLX e de compostos quaternarios de amobnia, os quais compartiham a mesma
carga positiva em sua molécula. A quantidade de composto quaternario de amoénia
retido na cavidade bucal inicialmente foi de 65% contra 32% de CLX, mostrando
que num primeiro momento, a concentragado salivar dos compostos de ambnia foi
maior do que a concentragdo de CLX. Por outro lado, esta concentragdo declinou
mais rapidamente, uma vez que, apds 4 horas da utilizacao das substancias, a
concentracdo de CLX era significativamente maior. A natureza monocatiénica da
amodnia e dicatidnica da CLX foram entdo sugeridas como plausibilidade biologica
qgue explicava a retencao mais prolongada dessa Ultima, a despeito de inicialmente
apresentar menor quantidade retida.

A inibicdo do biofilme pelos enxaguatérios de CLX parece estar relacionada
a dose (Cancro et al., 1973; Jekins et al, 1994). Durante algum tempo a forma
mais usualmente utilizada da CLX era por meio de bochechos, realizados duas
vezes ao dia, utilizando 10ml de uma solugcdo a 0,2%. Estudos posteriores
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mostraram que, diminuindo a concentracao do produto e aumentando o volume da
solugcdo, a quantidade de droga usada era praticamente a mesma e a efetividade
antiplaca mantém-se semelhante, com reducao dos efeitos colaterais (Keijser et
al., 2003). Assim, a concentracao a 0,12% com bochechos de 15ml passou a ser
empregada em larga escala (Zanatta & Rdsing, 2007).

Inimeros trabalhos ja foram realizados e comprovaram a efetividade
antimicrobiana da CLX no tratamento da gengivite e na inibicdo da recolonizacao
da placa bacteriana, demonstrando uma redug¢ao que varia, respectivamente, de
aproximadamente 50-55% e 45% para biofilme supragengival e gengivite, quando
comparada com solugdes controle (Lée & Schiott, 1970; Bassiouny & Grant., 1975;
Lée et al.,, 1976; Addy & Moran, 1983; Briner et al.,, 1986; Segreto et al., 1986;
Sinnes , 1997; Cury et al., 2000).

A inibicdo da placa pela CLX foi primeiramente investigada em 1969, por
Schroeder, mas o estudo definitivo foi realizado em 1970 por Lée & Schiott. Esse
estudo mostrou que o enxaguie por 60 segundos duas vezes ao dia com 10ml a
0,2% de solucao de gluconato de clorexidina, na auséncia da limpeza normal dos
dentes, inibia a reproducao do biofilme e o desenvolvimento da gengivite.

Lée (1973) e Briner et al. (1986), em seus trabalhos clinicos, provaram que
com o uso repetido da solugcdo de CLX, o numero de microrganismos aerdbicos e
anaerdbicos na saliva foi reduzido em 80-90%. Com o uso prolongado, 0 nimero
de microrganismos salivares (aerdbicos, anaerobicos e estreptococos) diminuiu
em 50 a 90% e nenhum crescimento de leveduras foi encontrado, demonstrando
qgue a CLX mostrou também uma potente atividade fungicida na cavidade oral.

Addy & Wright (1978), em um estudo clinico e laboratorial compararam a
atividade antibacteriana de dois enxaguatoérios antissépticos: PVP-l a 1% e
gluconato de clorexidina a 0,2%. No grupo que realizou o bochecho com o PVP-I
observou-se uma reducao imediata na quantidade total de bactérias aerdbias e
anaerbbias, seguida de uma recolonizagdo aos niveis normais apés 1hr do
bochecho com o antisséptico. No grupo da CLX houve uma redugdo um pouco
maior na contagem bacteriana salivar, 0 que permaneceu até 7hr ap6s o
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bochecho. In vitro, amostras da saliva obtidas dos individuos apds 2 minutos do
bochecho com PVP-I produziu pouca ou nenhuma inibicdo do crescimento
bacteriano, enquanto que com a CLX, a atividade antibacteriana permaneceu na
saliva até 3hr depois da coleta da amostra. Os autores concluiram que o PVP-I
como enxaguatério exerce apenas um efeito antibacteriano imediato e, ao
contrario da CLX, ndo retém um nivel antibacteriano dentro da cavidade oral ap6s
expectoracao.

Sekino et al. (2004), executaram um experimento clinico, duplo cego e
cruzado para avaliar o efeito da CLX no padrao de formacao do biofilme como
coadjuvante dos meios mecéanicos de higiene bucal, utilizando bochechos e
gargarejos de CLX a 0,2% e gel de clorexidina a 1% no dorso da lingua. Os
resultados indicaram que houve retardo na formacao do biofilme e diminuicao na
carga bacteriana total das superficies dentais e da saliva. Contudo, ap6s a
suspensao do regime de utilizacdo do antimicrobiano, nova estrutura de
microrganismos se restabelecia num curto periodo de quatro dias.

Entretanto, muitos dos trabalhos que avaliaram clinicamente a acdo da CLX
em prevenir o desenvolvimento de gengivite utilizaram na metodologia uma
deplacagem inicial, previamente ao inicio do periodo de uso do antisséptico. Tal
metodologia, no entanto, n&o identifica claramente a efetividade da CLX sobre um
biofilme previamente formado (L6ée & Schiott, 1970; Addy & Moran, 1983; Lbe et
al., 1976; Segreto et al., 1986).

Brownstein et al. (1990) por meio de um modelo de boca dividida,
analisaram a efetividade da clorexidina 0,12% utilizada sob a forma de bochechos
em pacientes com gengivite presente. Todos os participantes receberam uma
profilaxia prévia em apenas metade da boca antes do inicio do estudo. Entre os
resultados encontrados pelos autores ap6s dois meses de uso das solugdes esta
o de que a CLX a 0,12% reduziu significativamente a média do indice gengival,
percentagem de sangramento gengival, bem como o sangramento a sondagem
apenas nas superficies deplacadas no inicio do estudo, mostrando a dificuldade
de acdo do antisséptico em superficies com biofilme presente.
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Zaura-Arite et al. (2001) verificaram pela primeira vez o comportamento do
biofilme oral apds exposigcdo a uma solugdo de clorexidina 0,2% utilizando a
microscopia a laser confocal. Foram avaliados 6 individuos saudaveis, divididos
em leves formadores de biofilme e pesados formadores de biofilme que usaram
discos de dentina bovina em um dispositivo in situ onde houve crescimento do
biofilme sem que houvesse sua ruptura. Foram expostos a uma solugéo de CLX a
0,2% os biofilmes que se formaram em 6, 24 e 48 horas. A andlise estrutural do
biofilme mostrou que a medida que decorriam as horas de exposi¢cdo, maior foi a
complexidade estrutural do biofilme. Assim, os biofilmes mostraram uma
espessura media de 10, 27 e 34uym para 6, 24 e 48 horas, respectivamente.
Apesar dos biofilmes terem sido expostos a apenas uma aplicacao de CLX e essa
ter sido aplicada fora da boca, os autores concluiram que o biofilme de 6 horas em
leves formadores de placa apresentou a mais baixa viabilidade bacteriana e, com
o0 aumento das horas, as diferencas entre a viabilidade bacteriana desapareceram
entre os formadores de placa leves e pesados. A andlise em camadas mostrou
que a camada mais externa do biofilme apresentou, estatisticamente, menor
viabilidade bacteriana que a camada mais interna, tanto em 24 quanto em 48
horas, deixando clara a ineficacia da clorexidina nas camadas mais internas de
biofilme com mais de 24 horas de formacéo.

Zanatta et al. (2007) realizaram um ensaio clinico randomizado, cego, com
delineamento de boca dividida para comparar o efeito da clorexidina em
superficies com presenga e auséncia de biofilme supragengival. Foram avaliados
20 participantes que ap6s 96 horas de acumulo de biofilme tiveram 2 quadrantes
randomicamente selecionados para a remogdao mecéanica do biofilme enquanto
nos outros 2 nao foi realizada intervencdo. Apds, teve inicio o periodo de
bochechos com CLX a 0,12% por 21 dias, permanecendo na auséncia de controle
mecanico. Foram avaliados indice de placa de Quigley & Hein, indice gengival,
fluido gengival, indice de manchamento e a presenca de calculo. Os resultados
encontrados nas comparagdes intergrupos mostraram que a variagao da resposta
inflamatéria entre os diferentes tempos experimentais revelou que as superficies
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com biofilme presente mostraram variagdes do indice gengival maiores que as
superficies sem placa (0.21+£0.02 para 0.93x0.03 versus 0.18+0.01 para
0.52+0.03) bem como o volume de fluido gengival (48.09 para 94.28uL versus
46.94 para 64.99uL). Ainda, as comparacdes intergrupos também mostraram
medias estatisticamente maiores de severidade e extensdo de manchamento bem
como de presenca de calculo nas superficies com placa presente comparadas as
superficies sem placa. Desta forma, os autores concluiram que a CLX a 0,12%
apresenta menor efeito antiplaca e antigengivite em superficies com biofilme
presente. Ainda, os efeitos adversos de formacao de calculo e manchamento sao
maiores em superficies com biofilme. A leitura clinica desta evidéncia refor¢a a
necessidade de remocao do biofilme supragengival antes do uso da CLX a 0,12%.

Além desses trabalhos relatados, alguns estudos relatam menores
beneficios clinicos apds o uso subgengival da clorexidina e como adjuvante a
raspagem e alisamento radicular, ndo apresentando beneficios adicionais a essa
terapia (Cumming & Lée ,1973; Brownstein et al., 1990).

Cumming & Lée (1973), sabendo dos beneficios clinicos do bochecho de
clorexidina, iniciaram os estudos da clorexidina como solucdo irrigadora
subgengival. O uso da clorexidina como solugdo irrigadora subgengival
apresentou resultados controversos e efeito limitado, o que pode ter ocorrido pelo
curto tempo de contato da substancia com a superficie radicular e provavel
reducdo da substantividade.

A ineficacia da clorexidina na area subgengival pode ser explicada pela
baixa substantividade subgengival deste farmaco, qualquer que seja sua
concentracéo (Stabholz et al., 1993). Isso pode ser explicado pela fraca adesao do
antimicrobiano a superficie radicular, resultando em niveis de concentragcées
subterapéuticas (Oosterwaal et al., 1989). Além disso, a CLX tem elevada
afinidade pelas proteinas salivares ou proteinas do soro e sangue, o que explica
uma diminuigdo rdpida da concentracdo na zona subgengival (Hjelijord et al.,
1973; Roélla & Melsen, 1975; Wade & Addy, 1989; Spijkervet et al., 1990; Rabe &
Hillier, 2000). Somado a isso, alguns microrganismos periodontais sdo apenas
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moderadamente sensiveis a CLX (Slots et al.,, 1991). H& alguma evidéncia de que
a Pg libera vesiculas que se ligam e inativam a CLX, protegendo-se da atividade
bactericida (Grenier, 1996). Oosterwaal et al. (1991a; 1991b) referiram, no
entanto, um aumento significativo de atividade antimicrobiana (reducao de 99%
dos periodontopatégenos) quando o produto foi aplicado repetidamente
(porcentagem de clorexidina a 2, 3 vezes dentro de 10 min), mas o efeito
adjuvante foi em breve desaparecido.

Schlagenhauf et al., (1990), avaliaram o efeito da raspagem subgengival
versus irrigacao subgengival da bolsa periodontal com clorexidina a 0,1% ou
solugdo salina (controle) na recolonizagdo de sitios subgengivais com
microrganismos associados a doenga periodontal, apds procedimento Unico de
RAR. Adicionalmente, os seguintes parametros foram avaliados: NIC, IP e SS. Os
resultados mostraram que os procedimentos de RAR iniciais levaram a uma
melhora clinica e microbiolégica significantes em todos os grupos experimentais.
Baseado nas mudancas clinicas e microbiolégicas observadas, a irrigacao
subgengival das bolsas periodontais em intervalos de 1 més foi igualmente efetiva
como a RAR realizados. Os autores concluiram entdo que o uso da CLX a 0,1%
como irrigante ndo foi mais efetivo do que as solugdes salinas utilizadas como
controle nem trouxe beneficios adicionais ao tratamento da RAR.

Tseng & Newcomb (1991), investigaram o efeito adjunto da irrigacéo
subgengival com CLX ap6s RAR. Mudancas nos parametros clinicos e na
composicao microbiana da placa subgengival foram monitorados por microscopia
de campo escuro em 12 pacientes por um periodo de 12 semanas. Dois sitios
testes e dois sitios controles com PS variando entre 4 a 7mm foram selecionados
em cada paciente. Instrucdo de higiene oral e uma sessdo de RAR foram
realizados. Além disso, os sitios testes foram irrigados com 1ml de solugcéo de
CLX a 0,2%, enquanto os sitios controles foram irrigados com solugédo salina ou
nao foram irrigados. Houve uma melhora significante dos pardmetros clinicos com
pouca diferenga entre os sitios testes e controle. Entre o inicio e o fim do estudo
houve uma acentuada reducdo na propor¢cdo de espiroquetas com um
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concomitante aumento de microrganismos cocéides, com pequena diferenca entre
os sitios testes e controle. Os autores concluiram que a irrigagdo subgengival com
uma aplicagao unica de clorexidina a 0,2% nao aumentou a cicatrizagao gengival
ou retardou a recolonizacdo das bolsas para certos microrganismos, quando a
RAR sao realizados imediatamente antes da irrigacao.

Outro fator a ser levado em consideragdo no uso regular de um
antimicrobiano local é a sua toxicidade sistémica. Até o momento, a CLX
apresentou baixa evidéncia de toxicidade sistémica em seres humanos, além de
nao produzir qualquer resisténcia apreciavel dos microrganismos da boca e
também ndo tem sido associada a quaisquer alteracdes teratogénicas (Carranza &
Newman,1997).

Lée (1973) revisou vérios trabalhos com o uso prolongado da CLX (7
semanas, meio ano, 2 anos) mostrando que ocorreram mudangas minimas e
pouco visiveis na susceptibilidade dos microrganismos orais.

Schiott et al., (1976), ao acompanharem a aplicacao da CLX em pacientes
por um periodo de dois anos, ndo detectaram mudanga ou redistribuicdo da
populagdo microbiana salivar. O uso da clorexidina produziu redugdo na placa
dental e gengivite sem alterar significativamente o ecossistema microbiano na
saliva, levando-se em consideracdo os parametros do numero de aerdbios,
anaerdbios, estreptococos e microrganismos gram-negativos.

Lindhe (1999), relata que durante um estudo com 150 estudantes de
Medicina, que usaram uma solucéo de digluconato de clorexidina a 0,2 % durante
dois anos, diversos exames, como hemograma, exame de urina e velocidade de
sedimentagao, foram realizados em intervalos regulares e nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos controle e experimental para qualquer um
dos parametros avaliados. Baseado nesses achados, o autor afirma que a
clorexidina pode ser usada com seguranca por periodos prolongados.

Em contrapartida, Flemigson et al., (2008) examinaram in vitro, o efeito do
Listerine®, da clorexidina a 0,2% e PVP-l a 1% sobre a proliferacdo de fibroblastos
gengivais humanos em cultura. Os fibroblastos gengivais foram cultivados e
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incubados em meio contendo CLX, Listerine e PVP-I em varias concentragdes
(1%, 2%, 5%, 10%, 20% e 100%) por 1, 5 e 15 minutos. Em todos os trés grupos,
a inibicdo da proliferagdo de fibroblastos foi dependente da concentracdo do
enxaguatoério em todas as células cultivadas, mas foi independente do tempo de
exposicdo ao enxaguatorio. Os resultados mostraram que todas as trés solucoes
foram toxicas para os fibroblastos, com a CLX sendo a mais citotéxica nas
concentracbes de 10%, 20% e 100% do que o Listerine e o PVP-I. J& nas
concentracoes diluidas de 1% e 2%, o Listerine mostrou-se mais citotoxico do que
a CLX e o PVP-I.

Além disso, alguns efeitos colaterais locais sdo atribuidos ao uso oral
prolongado, por mais de 14 dias, da CLX em enxaguatoérios, como: manchas
acastanhadas nos dentes, em restauracdes ou no dorso da lingua, descamacao e
perda da sensibilidade oral, gosto amargo e a interferéncia na sensacao gustativa.
Embora existam, no mercado consumidor, enxaguatérios com concentragdo de
0,2%, a utilizacdo de produtos com clorexidina a 0,12% € mais indicada, pois,
nessa concentracdo, sado diminuidos os efeitos adversos das solu¢cdes mais
concentradas, mantendo-se a eficacia contra os microrganismos (Pratten et al.,
1998).

Dessa forma, embora esta substancia seja um excelente antimicrobiano,
devido a seus efeitos colaterais locais, ndo é recomendado o seu uso prolongado
(Gebara et al., 1996). Além disso, devido a sua pouca penetrabilidade no tecido, o
antisséptico € de valor limitado na terapia das condicdes orais estabelecidas, ndo
trazendo beneficios adicionais a terapia periodontal convencional sendo mais
valiosa no aspecto preventivo (Gjermo et al, 1974; Addy, 1986; Addy & Moran,
1997).

2.3. TERAPIA FOTODINAMICA

Tendo em vista os aspectos negativos relacionados ao uso dos
antimicrobianos, a busca por novas terapias que possam oferecer uma alternativa
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ao uso desses farmacos se torna necessaria. Nesse contexto, A TFD figura como
um método antimicrobiano promissor, com menos efeitos colaterais e sistémicos
(Chan & Lai, 2003; Soukos et al, 2003; Wainwright et al, 2004).

2.3.1. Historico

A TFD teve inicio ha 4.000 anos com os egipcios, através da ingestdao de
plantas e luz solar, para tratar doengcas como o vitiligo (Ackroyd et al, 2001).
Entretanto, a técnica comecgou a ser empregada com sistematica cientifica apenas
no século XX. Em 1900, Oscar Raab e Von Tappeiner, constataram
acidentalmente, durante um estudo da acdo da acridina sobre culturas de
paramécios, expostos a uma luz intensa (neste caso, o0s raios de uma
tempestade), que estes microrganismos unicelulares morriam sob essas
condigdes. Dessa forma, os autores descobriram a propriedade O&ptica de
fluorescéncia e concluiram que ndo era a luz, mas sim alguns produtos da
fluorescéncia que induziam a toxicidade in vitro. Apds outros estudos, estes
mesmos autores postularam que tal efeito era produto da transferéncia de energia
da luz para a substancia quimica. Em uma segunda publicagdo, Von Tappeiner
concluiu que havia um grande potencial de aplicagdo de substéncias fluorescentes
na medicina (Ackroyd et al., 2001).

O primeiro relatério da administracdo parenteral de fotossensibilizador em
humanos foi em 1900, por um neurologista francés, que usou eosina por via oral
no tratamento da epilepsia. Esta descoberta conduziu entdo a primeira aplicagao
de uma interagdo entre um composto fluorescente e luz, na qual Von Tappeiner e
Jesionek, utilizaram a aplicacao topica do corante eosina e exposicao a uma luz
branca para o tratamento de tumores de pele. Juntamente com Jodlbauer, Von
Tappeiner demonstrou a presenca de oxigénio nestas reacbes de
fotossensibilizagdo e em 1907 introduziram o termo Terapia Fotodindmica, que foi
definido como “o processo de fotossensibilizacdo dependente do oxigénio” (Daniel
& Hill, 1991; Torezan, 2000; Ackoyd et al., 2001).
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Na década de 60, Lipson investigou o acumulo preferencial da
hematoporfirina em tumores, implantados em camundongos e ratos e observou
que a incidéncia de luz proporcionava regressao da doenca. Como resultado
desses estudos, no final daquela década, Lipson obteve sucesso no tratamento de
uma mulher portadora de cancer de mama usando hematoporfirina D e irradiando
seletivamente o tumor, marcando assim, o inicio da TFD como terapia clinica para
cancer. Na década de 70, os estudos se voltaram para utilizagao desta terapia em
microrganismos (Ackroyd et al., 2001; Takasaki et al., 2009).

A partir dos anos 90, varios estudos deixaram evidente o seu grande
potencial no que concerne a outras moléstias (Levy, 1995; Weinstein et al., 1991).
Nesse rol incluem-se a psoriase, onde resultados muito promissores foram
obtidos; degeneragcao macular da retina; condicbes autoimunes; arteriosclerose e
restenose; remocao de verrugas na laringe (Ben-Hur et al., 1993); tratamento de
micoses oriundas de fungos (Wolf et al, 1994) e destruicdo de infestagdes
bacterianas resistentes a tratamentos tradicionais a base de antibiéticos (Van der
Meulen et al., 1997; Ackroyd et al., 2001; Takasaki et al., 2009)

A partir de 1992, Wilson et al., utilizaram a terapia fotodindmica em
bactérias orais. E finalmente, a partir do ano 2000, estudos clinicos in vivo
comecaram a ser realizados para tratamento de carie e biofilmes supra e
subgengivais (Ackroyd et al., 2001; Takasaki et al., 2009).

2.3.2. Mecanismos de acao da TFD

A TFD ¢é baseada no principio que um fotossensibilizador liga-se a célula
alvo e é ativado por uma luz com comprimento de onda especifico. Nesta reacéo,
ocorre a formacao de oxigénio singleto e radicais livres, que sdo extremamente
toxicos para determinadas células e bactérias, podendo levar a morte celular ou
destruicao dos tecidos por necrose ou apoptose (Wainwright, 1998; Konopka &
Golinski, 2007; Maisch, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de agdo da TFD. Um fotossensibilizador (FS) se liga ao microrganismo (1) e apés

exposicdo a luz com comprimento de onda apropriado (2) torna-se ativado para um estado excitado (3). Em
seguida, o FS transfere energia da luz para o oxigénio molecular (4) e gera oxigénio singleto ('Os) e radicais livres
(5) que sao citotoxicos as células bacterianas (6). Adaptado de Soukos & Godson, 2011.

No entanto, esse mecanismo ainda nao estd totalmente compreendido.
Existem duas hipoteses: a) transferéncia direta de elétrons entre o corante e
biomoléculas; b) transferéncia de energia, pela excitacdo do corante, resultando
na formac&o de oxigénio singleto ('O,) (Bhatti et al., 1997).

Apés irradiacdo com uma luz de comprimento de onda especifico,
ressonante ao corante, o agente fotossensibilizador absorve os fétons da fonte de
luz, e suas moléculas sofrem uma transi¢cdo, saem do seu estado fundamental e
passam a um estado singleto excitado de energia. Em seguida, estas moléculas
podem retornar ao seu estado fundamental, com emissao de fluorescéncia, ou
passar por um sistema intermediario e chegar a um estado tripleto excitado de
energia. Neste estado tripleto, as moléculas mais estaveis vao interagir, na agua,
com o oxigénio e ao retornar a seu estado fundamental, transferem energia,
produzindo espécies altamente reativas, como é o caso do 10,, radicais livres e
anions superdéxidos. No estado tripleto, existem dois mecanismos (tipo | e Il) de
interacdo com as biomoléculas (Wainwright, 1998; Meisel & Kocher, 2005;
Konopka & Golinski 2007; Takasaki et al., 2009) (Figura 2).

O mecanismo do tipo | envolve a transferéncia de elétrons ou captacao de
atomos de hidrogénio entre o fotossensibilizador no estado tripleto excitado e
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biomoléculas, gerando radicais livres e ions-radicais, que tendem a reagir com o
oxigénio no estado fundamental, resultado em produtos altamente reativos
(Konopka & Golinski, 2007; Takasaki et al, 2009). Mais especificamente, este
mecanismo ocorre quando o composto fotoativo no estado singleto ('FS") ou
tripleto CFS) pode, por reacdo de oxidagdao e reducdo com diferentes
biomoléculas, ser fotorreduzido a anion radical, tais como peréxidos (ROQ), anion
superéxidos (O2 ), radicais hidroxila (OH) e peroxido de hidrogénio, que
provocam a destruicdo da membrana celular de macromoléculas (Borissevitch &
Schaberle, 2006).

No mecanismo tipo Il ocorre transferéncia de energia. O fotossensibilizador
no estado tripleto (°FS*), transfere energia para a molécula de oxigénio, cujo
estado fundamental é tripleto (°0,), gerando uma espécie de oxigénio altamente
reativa, conhecido com oxigénio singleto ('0»), que pode interagir com um grande
numero de substratos biolégicos, induzindo danos a membrana e parede celular
(Borissevitch & Takasaki et al., 2006; Konopka & Goslinki, 2007).

ESTADO SINGLETO fons ~
EXCITADO PSR — SRIFSR —— @RIFS SISTEMA RaDIcAls Oz PRODUTOS DA REACAO
wsommo OXIDAGRO - "L orh
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Figura 2 —Reacbes tipo | e 1l da terapia fotodindmica. Adaptado de Soukos & Goodson, 2011

O fator que determina se vai ocorrer reagdes do tipo | ou tipo Il, é a
competicdo entre o substrato e o oxigénio molecular pelo estado excitado do
sensibilizador. Atualmente, nos sistemas utilizados a porcentagem de ocorréncia
do mecanismo tipo | € de mais ou menos 10%, enquanto, a do tipo Il é de até

90%. Estes valores podem variar, dependendo das caracteristicas do
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fotossensibilizador e da natureza do alvo de sua acéo (Borissevitch & Schaberle,
2006).

O oxigénio singleto é o fator intermediario no processo fotodinamico, sendo
o principal responsavel pela inativacao celular. Em sistemas bioldgicos, o oxigénio
singleto apresenta tempo de vida extremamente baixo (<0,04us). Em funcéo
disso, seu raio de acao € muito reduzido (<0,02us) (Redmond & Kochevar, 2006).
Apesar disso, o 'O, exerce fortes efeitos citotéxicos aos componentes moleculares
da célula, tais como: proteinas, fosfolipideos da membrana celular, DNA e
lisossomos, tendo como resultado a morte celular. Por causa da difusdo limitada
de '0,, como resultado de sua meia-vida curta, os locais das lesdes celulares da
TFD estao relacionados com o local de aplicagao do fotossensibilizador. Assim, a
reacdao leva a uma reposta localizada, o que a torna ideal para aplicacdo em
infeccbes localizadas, sem ter que afetar outras células ou 6rgaos. E, além disso,
a reacao para imediatamente, apds a luz ser desligada (Meisel & Kocher, 2005;
Takasaki et al., 2009).

2.3.3. Fontes de luz

Com relagéo as fontes de luz utilizadas na TFD, as primeiras a serem
utilizadas foram lampadas convencionais com luz ndo coerente e policromatica,
com um forte componente térmico associado. Com o advento dos lasers, esse
passou a substituir as demais fontes de luz devido as suas propriedades:
concentracao elevada de energia, pouca dispersdo de energia a medida que a luz
se propaga, coeréncia e monocromaticidade, possibilidade de iluminagdo de um
meio composto por materiais diversos e somente interagcdo com um determinado
componente (seletividade) (Acroyd et al, 2001). Atualmente, as fontes mais
utilizadas com seus respectivos comprimentos de onda sao: laser de He-Ne
(632,8nm); laser de Diodo AsGaAl (620-690nm); laser de Diodo InGaA IP (635-
685nm) e laser de Argbnio (488-514nm) (Ribeiro et al, 2005; Konopka &
Goslinski, 2007; Takasaki et al., 2009).
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Uma outra alternativa de fonte de luz mais recentemente utilizadas séo os
LEDs (Light Emiting Diodes — diodos emissores de luz). Os LEDs, sdo estruturas
compostas por dois materiais semicondutores nos quais, em sua juncao, por
diferenca de cargas, ocorre a emissao de luz, com aumento de temperatura menor
quando comparado ao laser. Estes dispositivos emitem luz por meio da
movimentacdo de elétrons através de diferentes materiais semicondutores,
produzindo uma emissao espontanea de fétons nao coerentes, diferindo-se dos
lasers, que produzem emissao estimulada de radiacao (Karu, 2003).

O uso do LED como fonte de luz na TFD tem sido discutido em alguns
estudos (Dobson & Wilson, 1992; Giusti et al, 2008) e quando comparados aos
sistemas de lasers disponiveis, apresentam vantagens como menor custo,
apresentam um baixo componente térmico, luz monocromatica e ainda possuem
um tempo de vida maior. Por esses motivos, essa técnica tornou-se mais atraente,
permitindo sua maior implementacéao (Ribeiro et al., 2005).

Para que a luz exergca 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 300nm (espectro ultravioleta da
luz) sdo absorvidas por proteinas e acidos nucléicos, o que pode resultar em
morte principalmente devido a alteragbes na estrutura do DNA (Figura 3). Desse
modo, devido ao seu potencial mutagénico, comprimentos de onda situados no
espectro ultravioleta da luz sdo impréprios para o tratamento de doencas
infecciosas em humanos (Wilson, 1993). Os LEDs, emitem luz numa estreita faixa
de comprimento de onda (Mills et al., 1999; Franco et al.. 2003; Pires, 2005).

Os principais parametros da luz envolvidos na terapia fotodindmica sao:
energia (quantidade de luz que estd sendo depositada no tecido); poténcia
(energia capaz de provocar maior ou menor reagao fotodindmica); irradiancia e
densidade de poténcia (é através do controle de irradiancia que o operador pode
gerar fotoativagédo); poténcia, dosimetria e densidade de energia (taxa de energia
que esta sendo aplicada no tecido) e comprimento de onda (define a profundidade
de penetracao no tecido) (Meisel & Kocher, 2005).
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Figura 3. Visualizagao do espectro eletromagnético. Adaptado de Soukos & Godson, 2011.

2.3.4. Fotossensibilizador

A maioria das bactérias orais ndo absorve a luz visivel. A utilizacdo de um
agente de absorgcao Optica nao-téxico (também chamado de croméforo ou

Y

fotossensibilzador) que se fixe a parede bacteriana atraindo para si a luz
(laser/LED) no momento da irradiacdo € essencial para que haja a acao
antimicrobiana sobre as células bacterianas (Wilson et al., 1992; Wilson, 1993). O
fotossensibilizador funciona como um agente de absorgéo éptica, sendo essencial
usar um tipo adequado ao comprimento de onda da luz a ser utilizada (Zanin &
Goncalves, 2003).

A fotossensibilidade da bactéria parece estar relacionada com o tipo da
droga. Em geral, fotossensibilizadores neutros ou aniénicos sdo efetivos para
eliminar bactérias gram-positivas, enquanto que nas bactérias gram-negativas
somente se acumulam na membrana externa. A porosidade relativa da membrana
de espécies gram-positivas permite ao fotossensibilizador se difundir para sitios
sensitivos, ja a membrana externa das gram-negativas atuam como uma barreira

fisica entre a célula e o ambiente. Para essas, as drogas devem ser catidnicas, ou
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ser conjugadas com anticorpos monoclonais, que conseguem atravessar a
membrana (Wainwright, 1998; Rovaldi et al, 2000; Hamblin & Hasan, 2004;
Kémerik & Macrobert, 2006).

Outros fatores de relevancia, que na maioria das vezes sao cruciais para o
sucesso da terapia fotodinamica, € a interacdo do corante com o alvo e a
concentracdo do corante. Este varia de um corante para outro, de acordo com as
caracteristicas quimicas de cada composto e de sua toxicidade, enquanto aquele
varia de acordo com a interacdo desejada. Nas aplicacbes topicas da TFD
antimicrobiana, espera-se que o0 corante una-se aos microrganismos ou chegue a
ultrapassar a membrana citoplasmatica, localizando-se no citoplasma da célula.
Para que isto ocorra € necessario um tempo de pré-radiagéo, ou seja, um tempo
entre a aplicacdo do fotossensibilizador no alvo e sua ativacao pela fonte de luz.
Os tempos utilizados na TFD antimicrobiana variam de 1 a 10 minutos (Ribeiro et
al., 2005).

As propriedades fisico-quimicas dos fotossensibilizadores e dos sistemas
biol6gicos em que irdo atuar sdo extremamente importantes para a eficiéncia do
processo de fotossensibilizacdo. A habilidade de um componente em absorver
uma luz incidente nao significa necessariamente que ele possa atuar como um
fotossensibilizador. Outros requisitos sdo importantes para ser considerado ideal:
nao apresentar caracteristicas téxicas para as células do hospedeiro; apresentar
toxicidade local apenas apds a ativagao pela luz; permanecer em estado excitado
por tempo suficiente para permitir a sua interacdo com as moléculas vizinhas e
produzir espécies citotoxicas capazes de causar a morte bacteriana; ter alta
solubilidade em agua, alta afinidade e penetragdo no tecido doente em detrimento
do tecido saudavel (seletividade) (Meisel & Kocher, 2005; Konopka & Goslinski,
2007).

O comprimento de onda da luz necesséria a foto-excitacdo do composto &
outra caracteristica importante. Na regido visivel, quanto maior o comprimento de
onda incidente, maior € o seu grau de penetragdo no tecido. Portanto, as drogas
desenvolvidas para uso em TFD devem ser corantes que absorvam na regido
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proxima ao infra-vermelho (Levy, 1995). Acima de 800nm ocorre absorcdo da
radiacdo pela agua, o que restringe o comprimento de onda a este limite superior
(Simplicio et al., 2001) (Figura 2).

Diversos fotossensibilizadores tém sido utilizados para erradicacao de
microrganismos, dentre eles: o azul de metileno, o azul de toluidina O, conjugados
de clorinas, porfirinas (hematoporfirina, ALA, Photofrin®, Photogen®), eritrosina,

fitoterapicos e ftalocianinas (Wainwright, 1998).
2.3.5. TFD em Odontologia

O potencial da terapia fotodindmica em bactérias orais comecou a ser
investigado na década de 90 quando Dobson & Wilson (1992) analisaram a
reducdo bacteriana de S. sanguinis, Aa, Fn e Pg. Foram utilizadas bactérias do
biofilme subgengival de pacientes com periodontite crénica. Amostras da placa
subgengival foram expostas ao laser de He-Ne (P=7,3mW) na presenca e na
auséncia de diferentes corantes. Os autores concluiram que os corantes azul de
metileno e azul de toluidina foram eficazes na reducdo das quatro espécies
bacterianas. No entanto, os corantes, ftalocianina dissulfonada de aluminio,
hematoporfirina e éster de hematoporfirina, sensibilizaram apenas alguns dos
microorganismos. Os autores sugeriram que a terapia fotodindmica pode ser
efetiva em eliminar bactérias.

Ainda em 1992, Wilson e col., investigando vinte e sete outros compostos
associados a um laser de He-Ne de 7,5mW frente a diferentes microorganismos,
observaram que apenas os corantes azul de metileno, azul de toluidina e o cloreto
azul B, na concentracao de 0,005%, foram efetivos contra as bactérias S. sanguis,
Aa, Fn e Pg, quando associados a uma exposi¢ao de 30 segundos.

Oliveira et al. (2007), utilizaram os corantes eritrosina e rosa bengala
associado ao LED azul (A = 440-460 nm) para avaliar a acdo da TFD sobre
culturas plancténicas de  Streptococcus mutans. Conclui-se que a
fotossensibilizacao in vitro do rosa bengala e da eritrosina por LED apresentou

atividade antimicrobiana sobre todas as cepas de S. mutans estudadas.
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Prates et al. (2007), avaliaram a habilidade do verde malaquita a 0,01 %
associado a irradiacao /laser em baixa intensidade (laser vermelho — 660 nm) em
matar o Aa em suspensao, bem como investigar por espectroscopia de absorcao
Optica, a degradacao do verde de malaquita apés a irradiagcao, e as alteracées que
ocorrem no sistema irradiado antes e apds a terapia fotodinamica. De acordo com
0s autores notou-se que o laser combinado com o corante nas doses de 5,4 € 9
Jicm?, levou em ambas a reducdo significativa desse periodontopatégeno, e
também o corante é degradado apds a irradiacdo, com formacao de novos
produtos na suspensao.

Lima et al., em uma pesquisa in situ, no ano de 2009, aplicando terapia
fotodindmica antimicrobiana avaliaram o efeito da TFD em carie em dentina, ao
longo de 14 dias, em 20 voluntarios que usavam dispositivos intrabucais, contendo
pequenos quadrados de dentina humana. Os autores encontraram reducao
bacteriana significante com a utilizagdo de azul de toluidina e aplicagdo de luz
(LED) em ambas as densidades de energia, 47J/cm? e 90J/cm?2. Concluiram que a
TFD pode ser utilizada de maneira eficaz para elimina¢do de bactérias na dentina
cariada antes da restauragao dentaria.

Baptista et al. (2010), desenvolveram lesdes de carie dentaria em modelo
animal para avaliar a redugcdo microbiana através da terapia fotodinamica
associando como fotoabsorvedor o azul de metileno e LED de emissao vermelha
(entre 610 e 670 nm). Os resultados obtidos sugerem que a terapia fotodindmica
antibacteriana foi efetiva na reducdo de microaerdfilos totais nos parametros
testados.

Existem algumas vantagens da desinfec¢cdo bucal com a utilizacdo de TFD
em relacdo ao uso de agentes antimicrobianos convencionais (Couvarlin, 1996;
Bidault et al., 2007; Chondros et al, 2009). A TFD nao estéa ligada a mediacao de
radicais quimicos com agdo a um unico ponto de ataque, ao contrario, o
fotossensibilizador age produzindo oxigénio singleto, que ndo possui
especificidade por sitio de agéo, reagindo com varios substratos biomoleculares;

isso torna o desenvolvimento de cepas resistentes improvavel (Fontana et al,
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2009). Além disso, o fotossensibilizador n&o precisa ser mantido em altas
concentracbes na area infectada por longos periodos de tempo como os
antimicrobianos convencionais (Wilson et al., 1995).

Wilson, em 2004, em estudo sobre o potencial letal bacteriano na aplicacéao
da TFD em infecgbes bucais, como caries, doencas periodontais e infecgdes do
conduto dentario, concluiu que as vantagens dessa terapia sdo: a bactéria pode
ser erradicada em um curto espago de tempo (segundos ou minutos), o
desenvolvimento de resisténcia nas bactérias-alvo é improvavel, e danos aos
tecidos adjacentes e perturbacao da microflora normal podem ser evitados.

Em 2007, um estudo de Konopka e Goslinski enfocou a TFD, realizando
extensa revisdo de literatura sobre o tema; avaliando a reacéo fotodinamica, a
utilizacdo de fotossensibilizador, fontes de luz, estudos in situ e in vivo,
mecanismo de inativacdo dos microrganismos, efeitos da terapia em biofilmes e
direcoes futuras. Encontraram que a TFD oferece vantagens para a inativacao de
microrganismos, tais como o baixo potencial mutagénico das células expostas, o
amplo espectro de acdo e a capacidade de promover citotoxicidade sobre grande
variedade de bactérias, fungos e protozoarios.

Embora ainda ndo exista um consenso na utilizacdo dos agentes fotoativos
para TFD na descontaminacdo bucal, novas geragdes de corantes tém sido
estudadas, no intuito de buscar novos compostos que apresentem melhorias em
relacdo aos ja existentes, contribuindo para uma maior atividade, menor custo e
maior popularizacdo da TFD (Ushoa et al, 2007). Uma das opcdes bastante
estudadas é a curcumina, que tem sido descrita em varios estudos como um
potencial agente antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatério (Abe et al., 1999;
Ramsewak et al., 2000; Literat et al., 2001).

2.3.6. Curcumina

A curcumina é um pigmento natural, de coloracdo amarela, extraido dos
rizomas da planta Curcuma longa L., conhecida também como acafrdo-da-india
(Haukvik et al., 2009). Esta planta é originaria do sudeste da Asia, e vem sendo
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tradicionalmente utilizada como condimento alimentar e também como
medicamento natural na medicina tradicional indiana (Haukvik et al., 2009). Nos
ultimos anos, um numero crescente de estudos tem confirmado o potencial
terapéutico da curcumina, como seu efeito anti-inflamatério, antioxidante,
antibacteriano, antifungico e antitumoral (Samaranayake & MacFarlane, 1990;
Richards et al., 1999; Haukvik et al., 2009).

A curcumina é um pigmento que compde um dos principios ativos da
Curcuma longa. O corante comercial encontrado no mercado contém trés
cucurmindides que lhe conferem a cor amarelo alaranjada tipica e sao os
principais responsaveis pelas atividades biolégicas da Curcuma longa: a
curcumina (77%), a demetoxicurcumina (17%) e a bisdemetoxicurcumina (3%)
(Takahashi,1987; Rusig & Martins, 1992; Péret-Almeida et al., 2008).

Estudos também tém sugerido que alguns dos efeitos terapéuticos da
curcumina poderiam ser acentuados com a sua exposicao a uma fonte de luz
(Wilson & Mia, 1994; Cavalcante et al., 2009). A acao fotodinamica dos derivados
de curcumina tem sido investigada mais frequentemente com a finalidade de
tratamento de tumores, bem como sua farmacocinética, toxicidade e eficacia da
substancia (Hauvik et al., 2009). Adicionalmente, alguns estudos mostraram que a
fotoativacao microbiana pode ser obtida (Dahl et tal., 1994; Chignell et al., 1994).

Haukvik et al (2009), estudando a agao antimicrobiana da curcumina, citam
que ela € um potencial fotossensibilizador em TFD para infeccées localizadas
superficialmente. Ressaltam que é um desafio fazer uma formulagao de curcumina
ideal em que ela tenha aceitavel solubilidade e estabilidade em pH fisiologico e,
concomitantemente, uma atividade fototoxica para bactérias. Neste estudo, os
efeitos fototdxicos da curcumina contra bactérias gram-negativas (Escherichia coli)
e gram-positivas (Enterococcus faecalis e Streptococcus intermedius) foram
investigados em determinadas preparagdes aquosas (2,5 e 25uM). Os autores
mostraram que a curcumina, usada como fotossensibilizador em TFD, possui

efeito antimicrobiano.
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A alta capacidade de absorcao de luz em comprimentos de onda proximos
ao azul (300-500nm — maximo de aproximadamente 430nm) faz com que a
curcumina seja um potencial fotossensibilizador para o tratamento de lesdes
superficiais, uma vez que estas néo requerem profunda penetracdo da luz nos
tecidos para seu tratamento (Araudjo et al., 2012a).

Com relacdo a estabilidade da curcumina, Tonnensen et al. (1985),
verificaram que a curcumina é instavel em pH maior que 8,0. Resultados
semelhantes foram observados por Rusig & Martins (1992), os quais constataram
a faixa de pH entre 4 e 8 como a que proporcionou maior estabilidade a molécula
curcumina e que em pH superior a 8, a velocidade de degradacdo foi
significativamente maior. No mesmo trabalho, os autores estudaram também o
efeito da temperatura e observaram que até 100°C nao houve perda significativa
de curcumina. Entretanto, a 125°C houve degradagao de 15,25 % do pigmento em
relacdo aos teores iniciais.

Dahl et al, (1989) em um estudo sobre fototoxicidade da curcumina,
mostraram que a curcumina provou ser atdxica em uma série de culturas de
células e em todos os estudos animais. Relataram também que a curcumina
mostrou ter efeito bactericida em concentracbes muito elevadas e, quando
iluminada, exerceu potentes efeitos fototoxicos em quantidades micromolares. As
bactérias gram-negativas apresentaram maior resisténcia a fototoxicidade da
curcumina em relacao as bactérias gram-positivas.

Dovigo et al., (2011) avaliaram a viabilidade de utilizagcdo da curcumina
como agente fotossensibilizador na TFD para inativacao de uma cepa referéncia
de Candida albicans e seu efeito sobre células de macréfagos. Suspensdes
plancténicas de C. albicans foram expostas a nove concentragdes de curcumina
(0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 2 20uM) e oito doses de luz (1,32; 2,64; 3,96;
5,28; 6,60; 13,20 e 26,4J/cm?). O efeito de diferentes tempos de pré-irradiacéo, a
possivel captacdo de curcumina pelas células fungicas e participacdo do oxigénio
singleto na fotoinativacdo também foram avaliados. Adicionalmente, a TFD
mediada pela curcumina foi avaliada em biofilmes formados pela cepa de
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referéncia de C. albicans e sobre culturas celulares de macréfagos. Os resultados
mostraram que as suspensodes planctonicas de C. albicans foram completamente
inativadas com a utilizagdo de 20puM de curcumina e 5,28J/cm?. Além disso, foi
observada reducao significativa na viabilidade celular dos biofilmes de C. albicans.
O efeito fotodindmico foi acentuado pela presenca da curcumina durante a
iluminagéo e pela utilizacdo de 20 minutos de pré-irradiacdo. Apesar da toxicidade
observada nos macrofagos, a TFD foi mais efetiva para inativar as células
fungicas do que as células imunolodgicas.

Ribeiro et al, (2013), investigaram o efeito da TFD da curcumina em
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) comparado ao S. aureus
suscetiveis a meticilina (MSSA) e fibroblastos L929. Suspensdes de MSSA and
MRSA foram tratados com diferentes concentracées de curcumina (0,1; 0,5; 1; 5;
10 e 20uM) e expostos a luz LED. Diluicées seriadas foram obtidas de cada
amostra e as contagens das col6nias foram quantificadas. Para os fibroblastos, a
viabilidade das células subsequente foi avaliada usando ensaios de MTT (metil
tiazol tetrazdlio) e mudancas morfoldégicas foram avaliadas por andlises de
microscopia eletrénica de varredura. As concentragdes de curcumina variando de
5 a 20pM em combinagcdo com o LED resultou em morte de MSSA. Entretanto,
apenas a concentracdo de 20uM da curcumina com o LED resultou em morte do
MRSA. Essa combinagdo também promoveu uma redugcdo em 80% no
metabolismo e na mudanca da morfologia dos fibroblastos, indicando que as
membranas celulares foram os principais alvos dessa fototerapia. A combinacao
de curcumina com LED causou a morte de ambas as cepas de S. aureus e pode
representar uma alternativa de tratamento para erradicar MRSA.

Araujo et al., (2012b) avaliaram a suscetibilidade de culturas plancténicas
de S. mutans e L. acidophilus a terapia fotodindmica apds sensibilizacdo com
curcumina e exposicao a luz LED azul, com comprimento de onda de 450nm. As
suspensdes bacterianas isoladas e combinadas foram preparadas e entédo
avaliadas. Quatro diferentes grupos foram analisados: sem nenhuma terapia
(grupo controle), aplicagdo apenas da curcumina (grupo da droga), aplicagao
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apenas da luz (grupo da luz) e o grupo que recebeu tanto a luz quanto a droga
(grupo da TFD). Duas diferentes concentragdes de curcumina foram testadas
(0,75 and 1,5g/L) associado com uma LED com 5,7 J/cm? de densidade de
energia. Diminuigbes significativas na viabilidade de S. mutans foram observadas
apenas nas suspensdes bacterianas que foram expostas ao grupo da TFD.
Redugbes na viabilidade de até 99,99% foram observadas quando foi usado
1,59/L do fotossensibilizador. A susceptibilidade de L. acidophilus foi
consideravelmente menor (21% e 37.6%) para ambas as concentracbes de
curcumina. Os autores concluiram que a TFD foi efetiva na redugao de S. mutans
e L. acidophilus em culturas planctonicas.

Araujo et al., (2012a), avaliaram a susceptibilidade geral de patégenos da
saliva na TFD apés sensibilizagdo com cucumina (5 min) e exposigao a luz azul de
450nm (5 min). As amostras de saliva foram coletadas de 13 pacientes. Os
seguintes grupos foram analisados: 1) grupo controle — sem luz nem curcumina; 2)
grupo curcumina — tratado apenas com a curcumina e 3) grupo TFD — tratado com
luz e curcumina. As amostras de saliva foram coletadas para contagem bacteriana
no baseline e ap6s a fase experimental. Apds contagem das unidades formadoras
de col6nias observou-se que houve uma diferenca consideravel entre os dois
grupos experimentais com relacdo a efetividade da redugao bacteriana. No grupo
s6 curcumina (9%), o declinio bacteriano foi consideravelmente menor do que no
grupo TFD, que teve 68% de declinio bacteriano. Uma reducao sgnificante da
populacédo bacteriana foi vista apenas no grupo da TFD. Os autores concluiram
entdo que a TFD foi efetiva na redugdao de microrganismos salivares.

Andrade et al., (2013), avaliaram os efeitos do tempo de pré-irradiacdo da
curcumina mediada pela TFD em culturas plancténicas e biofilme de Candida
albicans, Candida glabrata e Candida dubliniensis. Suspensdes e biofilmes das
espécies de Candida foram mantidos em contato com diferentes concentragdes de
curcumina (5, 10, 20, 30 e 40uM) por intervalos de tempo de 1, 5, 10 e 20 minutos
antes da ativagédo do LED por 4 minutos. Adicionalmente, amostras foram tratadas
apenas com curcumina sem iluminacdo ou apenas com luz sem curcumina.
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Amostras controles ndo receberam nem curcumina nem luz. Microscopia a laser
confocal foi feita para fornecer um melhor entendimento da penetracdo da
curcumina através do biofilme. Os diferentes tempos de pré-irradiacdo nao
mostraram diferencas estatisticas nas suspencoes de células de Candida spp.
Houve uma completa inativacéo das trés espécies de Candida com a associacao
de 20uM de curcumina apos 5, 10 e 20 minutos de tempo de pré-irradiacdo. As
culturas de biofilmes mostraram reducgao significante na viabilidade celular com a
associacao de 40uM de curcumina e 20 minutos de pré-irradiagao. Além disso, as
observacbes da microscopia a laser confocal mostraram diferentes intensidades
de emissdes de fluorescéncia apds 5 e 20 minutos de incubacdo. Os autores
concluiram que a fotoativagdo de culturas plancténicas ndo € dependente do
tempo de pré-irradiagdo. No entanto, a dependéncia do tempo de pré-irradiagao foi
observada nas culturas de biofilme e esta difere entre as espécies avaliadas.
Também, as observacdes da microscopia confocal confirmaram a necessidade de
um maior intervalo de tempo para a curcumina penetrar as camadas mais internas

do biofilme.
2.3.7. TFD na Periodontia

O sucesso da TFD na eliminagdo de microrganismos o indica como uma
terapia coadjuvante para infeccoes microbianas localizadas, como a doenca
periodontal (Jori, 2006; Komerik & MacRobert, 2006). Nos dultimos anos foi
publicado um grande numero de estudos, que descrevem a morte de bactérias
periodontopatogénicas através de métodos fotodindmicos (Sarkar & Wilson, 1993;
Komerik et al., 2000; Chan & Lai, 2003; Komerik et al., 2003; Sigush et al., 2005;
Sousa, 2007; De Almeida et al., 2007; Qin et al., 2008; Polansky et al., 2009).

Wilson et al., (1993) utilizaram o laser de He-Ne, com comprimento de onda
632,8nm e 7,3mW de poténcia, associado aos fotossensibilizadores: azul de
toluidina, azul de metileno, ftalocianina e hematoporfirinas. Testaram as bactérias
S. sanguinis, Aa, Fn e Pg. Foram utilizadas bactérias do biofillme subgengival de

pacientes com periodontite cronica. Amostras da placa subgengival foram
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expostas a luz, na presenca e na auséncia do corante azul de toluidina na
concentracdo de 50ug/ml. Os autores concluiram que a combinacdo laser e
corante alcancou uma significante reducao bacteriana, sendo que a média de
reducdo foi de 91,1% nas bactérias aerdbias, 96,9% nas anaerdbias, 100% nas
pigmentadas anaerdbias e 94,4% para o Streptococcus. Entretanto, a reducao
bacteriana nao foi significante na presenca apenas do corante ou apenas do laser.
Isso sugere que o laser em baixa intensidade associado ao corante apropriado
pode ser efetivo como tratamento coadjuvante ao debridamento mecanico em
inflamacdes periodontais, pois trés dos principais responsaveis pela etiologia da
doenca periodontal podem ser mortos por essa modalidade de tratamento.

Com o objetivo de conhecer o efeito do azul de toluidina na TFD, Qin et al.,
(2008a) coletaram amostras de placa supragengival de 20 pacientes para analise
das bactérias Leptotrichia buccalis (Lb), Vignal’s bacillus (Vn), Veillonella (V),
Streptococos (S) e Aa. A morte de 47% a 99% das bactérias foi obtida pela
combinagdo do azul de toluidina (1mg/ml) seguida da exposi¢cdo ao laser diodo
(635nm; 212mW/cm?; 12J/cm?; 57 segundos). Os autores sugeriram que a TFD é
eficiente para destruir bactérias supragengivais, mas essa eliminag¢ao varia de um
paciente para o outro.

Em um estudo in vitro, utilizando-se a terapia fotodindmica para inativacao
de bactérias periodontopatogénicas, Sousa (2007) avaliou e comparou a
sensibilizacao letal das bactérias periodontopatogénicas (Fn, Aa e Pi), através da
utilizagdo de lasers (660 nm) e LED (emitindo entre 620 e 630 nm), utilizando
como fotossensibilizador azul de toluidna O a 0,01%. Os resultados
demonstraram uma reducéo percentual de 99,8% para o Aa e Fn e um resultado
nao satisfatorio de 49,5% para a Pi. Desta forma demonstrou-se que o corante
azul de toluidina O a 0,01% associado aos lasers e ao LED apresenta um
excelente potencial para a utilizagdo em terapia fotodindmica antimicrobiana em
relagdo aos dois primeiros microrganismos. Foi observado também que ndo houve

diferenca significativa do LED em relacdo ao laser de baixa intensidade.
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Mostrando assim que os LEDs podem ser uma nova e boa op¢ao para a terapia
fotodindmica antimicrobiana.

De Almeida et al., (2007) avaliaram através de microscopia Optica e analise
radiografica, o efeito da terapia fotodinamica na evolucao da doenca periodontal
induzida em ratos. Os animais foram divididos em 4 grupos (I — controle, Il —
tratamento tépico com azul de metileno 100ug/ml, Il — tratamento apenas com
laser e IV — tratamento com TFD) e foram colocadas ligaduras ao redor dos
primeiros molares. O grupo da TFD foi tratado com azul de metileno a 100ug/ml e
irradiado com laser de baixa intensidade com dose de 4,5J/cm?. Os animais foram
sacrificados 5, 15 e 30 dias apds o tratamento e avaliados histologicamente e
radiograficamente. O grupo da TFD apresentou menor perda 6ssea comparada ao
grupo controle nos 5 e 15 dias. Nao houve diferenga estatistica nos 30 dias. Apds
15 dias, os resultados histoldégicos motraram diferenca estatistica na extensao da
reacdo inflamatéria no tecido gengival. Concluiu-se, portanto, que a TFD pode
reduzir a destruicdo éssea periodontal transitoriamente.

Qin et al., (2008b) compararam a eficacia da TFD com a RAR em
periodontite induzida em ratos. Apos 6 semanas de inducdo da periodontite nos
molares superiores, os sitios foram tratados com: aplicacao de 1Tmg/ml de azul de
toluidina O e irradiado com laser no vermelho do espectro eletromagnético com
12J/cm?, ou com RAR. A eficacia da terapia foi avaliada pela reducédo bacteriana,
alteragbes histologicas e alteragdo dos tecidos periodontais. Como resultado,
observaram redugéo significativa da flora bacteriana em ambas as terapias. Os
sinais de inflamacao, indice de placa e indice gengival, sangramento a sondagem
e infiltrado inflamatério, foram reduzidos sem qualquer prejuizo aos tecidos do
hospedeiro. A TFD e a terapia convencional mostraram resultados terapéuticos
semelhantes.

Komerik et al., (2000) relataram a redugcdo da atividade de fatores de
viruléncia como lipopolissacarideos (LPS) e proteases apds a TFD associada com
o fotossensibilizador azul de toluidina O. Zanin & Brugnera Jr (2007) também
divulgaram que a TFD parece ter efeito sobre alguns fatores de viruléncia
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microbianos como os LPS presentes na membrana externa de bactérias gram-
negativas.

No intuito de avaliar a acdo da TFD na redugao da perda éssea alveolar
decorrente de periodontite Komerik et al., (2003) inocularam ratos com Pg e 0s
expuseram ao laser diodo (630nm; 0,1W; 6;12;24 e 48J; 1;2;4 e 8 minutos) na
presenca de azul de toluidina. A perda éssea encontrada nos animais tratados
com TFD foi significativamente menor quando comparada ao grupo controle.

Nos Ultimos anos alguns estudos clinicos tém introduzido a terapia
fotodindmica na pratica da periodontia como um coadjuvante no tratamento das
doencas periodontais (Wainwrigth, 2002; Meisel & Kocher, 2005; Sousa, 2007;
Tavares et al., 2010).

No intuito de avaliar a agao antimicrobiana da TFD quando associado com
a RAR, Andersen et al., (2007) verificaram que a terapia combinada (RAR + TFD
(laser diodo; 670nm; 150mW; 60 segundos; 10-20J/cm2 com azul de metileno
0,005%) melhorou significativamente os parametros clinicos investigados; PS, SS
e NIC, 12 semanas apés o tratamento quando comparada com a RAR sozinha. Os
resultados revelaram um ganho no NIC de 0,86 mm; reducdo na PS de 1,11 mme
uma melhora no SS de 59% no grupo que foi tratado com RAR+TFD. O grupo da
RAR obteve um ganho no NIC de 0,36 mm; redugé@o na PS de 0,74 mm e melhora
no SS de 56%. No grupo da TFD o ganho do NIC foi de 0,14 mm; 0,67 mm de
reducédo na PS e melhora de 73% no SS.

Campos et al. (2013), avaliaram em um estudo clinico, controlado,
randomizado de boca dividida, o efeito de uma unica aplicacdo da TFD como
adjunto a RAR em bolsas residuais de dentes unirradiculares. Os individuos
deveriam apresentar no minimo duas bolsas residuais com PS = 5mm e
sangramento a sondagem. Os sitios selecionados foram atribuidos para receber
(1) TFD + RAR e (2) RAR. Nos sitios tratados com TFD como adjunto a RAR, o
laser utilizado foi um laser diodo com comprimento de onda de 660nm, com
poténcia de 60mW e densidade de energia de 129J/cm?, junto com o azul de
metileno como fotossensibilizador (10mg/ml). Os parametros clinicos foram
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avaliados no baseline e 3 meses apdés as terapias, € mostraram melhoras
significantes ap6s ambas terapias. Entretanto, uma maior redugdo na
profundidade de sondagem das bolsas e ganho no NIC foram observados no
grupo que recebeu TFD + RAR nos 3 meses de avaliacdo. Além disso, os sitios
tratados pela abordagem combinada, apresentaram uma reducédo significante no
nuamero de sitios com PS < 5mm sem SS ap6s os 3 meses quando comparados
aos sitios tratados apenas com a RAR. A TFD como um adjunto ao debridamento
mecanico demonstrou beneficios clinicos adicionais em bolsas residuais em
dentes unirradiculres e pode ser uma estratégia terapéutica alternativa na terapia
periodontal de suporte.

Resultados interessantes foram alcancados por Christodoulides et al.,
(2008) ao realizarem um estudo em pacientes periodontais. Nessa pesquisa o
grupo controle foi submetido a RAR, e o grupo teste, exposto a TFD (laser diodo
670nm; 75mW; 1 minuto e cloreto de fenotiazina) associada a RAR. Verificou-se
que uma unica aplicacdo da TFD associada a RAR fracassou em melhorar
adicionalmente a PS, o NIC e a quantidade de periodontopatégenos, mas resultou
em uma alta reducao do indice gengival no grupo teste comparado com o grupo
controle nos 3 e 6 meses apos a terapia.

Uma revisdo sistematica foi realizada por Schwarz et al, (2008) para
avaliarem o efeito da aplicagdo do laser na terapia periodontal nao-cirdrgica.
Detectaram existir evidéncias cientificas insuficientes que suportem a aplicagao
dos lasers de CO,, Nd:YAG, Nd:YAP e diodo. Constataram que o laser Er:YAG
aplicado na terapia periodontal n&o-cirargica apresentou resultados clinicos
similares ao tratamento mecanico convencional em pacientes com periodontite
croénica. Em outra revisao, Karlsson et al.,, (2008) sugeriram que o uso, como
primeira op¢ao, da RAR conjuntamente com o laser deve ser feito com cautela até
o surgimento de novas pesquisas com maior valor estatistico.

Chondros et al., (2009) pesquisaram clinicamente e microbiologicamente a
efetividade da associagdo RAR+TFD nos pacientes periodontais em manutencéo.
Os 12 pacientes do grupo controle foram tratados com instrumentacao
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subgengival e os 12 pacientes do grupo teste apos a instrumentacao receberam
uma Unica aplicacdo de TFD (laser diodo 670nm; 75mW/cm?; 1 minuto e cloreto
de fenotiazina 10mg/ml). As variaveis clinicas IP, PS, NIC, recessao gengival
(RG), SS e amostras de biofilme bacteriano subgengival foram coletadas no
baseline, 3 e 6 meses apOs as terapias. Mudancas estatisticamente significantes
na PS e no NIC foram encontradas nos dois grupos. No grupo teste as diferencas
na PS foram 0,6 mm aos 3 meses e 0,8 mm aos 6 meses; os valores
correspondentes ao NIC foram 0,5 mm aos 3 meses e 0,7 mm aos 6 meses. No
grupo controle essas mudancas aos 3 e 6 meses foram respectivamente de 0,6
mm e 0,9mm na PS; 0,4 mm e 0,5mm no NIC. Os autores afirmaram que apesar
da TFD ter fracassado em melhorar adicionalmente a reduc&o da PS e o ganho no
NIC, houve uma diminuicdo significante no SS no grupo teste comparado com o
controle. A analise microbiol6gica revelou um declinio significante no grupo teste
de Fn e Eubacterium nodatum aos 3 meses e de Eikenella corrodens e
Capnocytophaga species aos 6 meses.

Muitos autores tém relatado a acao antimicrobiana da TFD sobre bactérias
crescidas em caldo de cultura (Dobson & Wilson, 1992; Wood et al., 1999; Willians
et al.,, 2004; Zanin et al., 2005, 2006), mas poucos sdo os estudos que avaliam a
acao antimicrobiana dessa terapia na presenca de biofilme (Wood et al., 1999;
O'Neill et al, 2002). Os estudos tém demonstrado que a presenga de
microrganismos bucais em biofilme dificulta a eficacia da técnica, pois isto diminui
a absorcao do fotossensibilizador e luz pelos microrganismos dentro da estrutura
formada pelo biofilme (De Beer et al., 1994; Soukos et al, 2003; Spratt et al, 2001;
Fontana et al, 2009).

O'Neill et al., (2002) avaliaram a agcdo da TFD em microrganismos
plancténicos (saliva) e em biofime. Tendo como pressuposto que os
microrganismos em biofilme apresentavam refracdo a terapia fotodinamica, os
autores observaram neste estudo que as bactérias bucais foram sensiveis a
fotossensibilizagdo mesmo em biofilme. Os biofilmes foram expostos ao azul de
toluidina e luz de Laser He-Ne. Concluiram assim, que um numero significativo de
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microrganismos foram inativados através da TFD aplicada, podendo ser util no
tratamento de doengas odontoldgicas relacionadas com o biofilme dental.

Soukos et al., (2003) submeteram a TFD amostras de biofilme subgengival
coletados de individuos com doenca periodontal cronica e de biofilme formado
pela espécie Actinomyces naeslundii (An) colhido na superficie de dentes bovinos.
Aproximadamente 90% das espécies bacterianas do biofilme dental humano foram
inativados. No biofilme de An o exame de microscopia revelou um aumento de
50% na profundidade de penetracado do conjugado (clorine e6 + poly- L Lysine).

Oliveira et al., (2007) nao encontraram diferengas clinicas entre pacientes
com periodontite agressiva tratados com TFD isoladamente (laser diodo 660nm;
60mW/cm2; 10 segundos e cloreto de fenotiazina a 10mg/ml) ou a RAR apenas.
Os pacientes tratados com TFD nao receberam a RAR. Posteriormente, ao
analisarem o nivel de citocinas (TNF-a e receptor ativo de fator nuclear ligante
kappa B (RANKL)) no fluido crevicular gengival (FCG) desses pacientes,
concluiram que a RAR e a TFD promoveram efeitos similares nos niveis desses
marcadores. Esse resultado pode ser atribuido ao fato da TFD ter sido aplicada
diretamente sobre o biofilme; o que pode ter impedido a penetracdo dos
fotossensibilizador as camadas mais profundas do biofilme diminuindo a
efetividade da TFD

Fontana et al. (2009), avaliaram a habilidade da TFD em reduzir o numero
de bactérias orais, comparando os efeitos da TFD em microrganismos
plancténicos e em biofilme. Amostras de biofilmes foram obtidas de 10 individuos
com periodontite crénica. Suspensdes de microrganismos do biofiilme de 5
individuos foram sensibilizados com azul de metileno (25ug/mL) por 5 minutos e
expostos a luz vermelha. Biofilmes de varias espécies desenvolvidas da mesma
amostra de placa foram entdo expostos ao azul de metileno (25ug/mL), sob as
mesmas condicées de luz utilizadas no experimento com microrganismos
plancténicos. A TFD matou aproximadamente 63% das bactérias presentes na
suspensao, enquanto que em biofilme a terapia teve um efeito menor na

viabilidade das bactérias, matando no maximo 32% dos microrganismos. Os
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autores concluiram entdo que as bactérias orais em biofilmes sdo menos afetadas
pela TFD do que em microganismos planctdnicos, porém ndo no mesmo grau que
tem sido relatado para o tratamento com antibiétios sob condi¢coes similares.

De Oliveira et al., (2011), avaliaram o efeito de uma aplica¢do unica da TFD
no perfil microbiol6gico e no padréo de citocinas em cachorros. Os animais foram
aleatoriamente tratados com: TFD (cloreto fenotiazinico como fotossensibilizador),
RAR ou RAR + TFD. Amostras de placa foram coletadas no baseline, 1, 3 e 4
semanas e a contagem média de 40 espécies bacterianas foram determinadas
usando hibridizacdo DNA-DNA. Foram feitas bidpsias gengivais e a expressao de
TNF-a, RANKL, osteoprotegerina, MMP-1, interleucina 6, interleucina 10 e a carga
bacteriana total pela anadlise do RNAr gene 16S foram avaliados por meio de
gPCR. Os resultados mostraram que 0s niveis da maioria das espécies foram
reduzidos 1 semana pos-terapia para todos os tratamentos, entretanto, um
aumento na contagem de P. intermedia, P. nigrescens e T. forsythia foi observado
para TFD e RAR + TFD. Apés 4 semanas, um novo crescimento de P. gingivalis e
T. denticola, foi observado para todos os tratamentos. Foi observada também uma
reducdo consideravel das contagens de A. actinomycetemcomitans para a TFD.
Para os padrées de citocinas, os resultados foram similares para todos os
tratamentos e uma redugcdo na expressdo de citocinas e carga bacteriana foi
observada em todo o estudo. Os autores concluiram que a RAR e a TFD em
aplicagdes unicas e a RAR + TFD associadas, afetam diferentes espécies
microbianas e tem efeitos similares na expressao de citocinas avaliadas durante o
tratamento da periodontite induzida por ligaduras.

Sendo assim, pode-se observar que a TFD tem mostrado um resultado
satisfatorio no controle do biofilme oral, podendo apresentar-se como uma terapia

promissora quando utilizada como adjunto a terapia periodontal ndo-cirargica.
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3.PROPOSICAO

e Avaliar a acao antimicrobiana da terapia fotodinamica (utilizando curcumina
a 10% e luz LED azul), da clorexidina a 0,12% e do iodo povidine a 10%
sobre o biofilme dentario.

e Avaliar, histométrica e histoquimicamente, a acdo das trés terapias

supracitadas na reabsorcdo 0ssea de dentes acometidos por periodontite

experimental induzida em ratos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

O estudo incluiu 35 ratos Wistar, machos, com idade de 16 semanas e
pesando de 350-400g, adquiridos do CEMIB-Unicamp (Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério). Os
animais foram acondicionados no biotério da FOP-UNICAMP, mantidos em
gaiolas pléasticas com acesso a comida e agua ad libitum. Antes dos
procedimentos cirlrgicos, 0s animais passaram por um periodo de 5 dias para a
aclimatagcao ao ambiente do laboratério a uma temperatura de 22°C a 24°C. Todos
os procedimentos executados estavam de acordo com as normas éticas regidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela
Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) -IBUNICAMP sob o
protocolo de numero 2727-1 (Anexo 1).

4.2. Sedacao e anestesia

Os animais foram inicialmente pesados para o calculo da correta dosagem
do anestésico geral a ser administrada. Os animais foram anestesiados por meio
da administraco intramuscular de ketamina (1ml/kg) (Dopalen®; Vetbrands LTDA,
Jacarei, SP, Brasil) e cloridrato de xylasina (0,3ml/kg) (Virbaxil®; Virbac do Brasil
Industria e Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil).

4.3. Colocacao das ligaduras

Ap6s anestesia, os animais foram posicionados em aparato de Doku
modificado (Doku, 1966) e os maxilares dos animais foram mantidos abertos por
meio de bandas elasticas presas aos incisivos inferiores e a lingua, tracionada
com o auxilio de um fio de algodao espesso. Em seguida, uma lima endodéntica
modificada foi introduzida entre 0 12 e 0 2° molares inferiores, em ambos os lados,

para que fosse obtido um espaco entre os dentes para posterior insercdo das
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ligaduras de algodao. As ligaduras foram colocadas no baseline, ao redor dos
primeiros molares inferiores, de forma que ficassem posicionadas o mais
subgengival possivel, com o objetivo de favorecer o acumulo de biofilme (Jonhson,
1975). Para fixacao das ligaduras foram feitos trés nds simples voltados para

mesial.

4.4. Delineamento do estudo

O desenho experimental foi de boca dividida. Foram selecionados
inicialmente 30 animais para realizacdo do experimento, entretanto dois ratos do
grupo pertencente a clorexidina morreram no decorrer do estudo. Sendo assim, 28
animais compuseram a amostra do presente trabalho. Esses 28 animais foram

aleatoriamente alocados em um dos seguintes grupos teste (Figura 4):

Baseline 7 dias 14 dias 21 dias

Lado teste: aplicagdo dos
tratamentos de acordo com
os respectivos grupos teste
(PVP-1 a 10%, CLX 2 0,12% e

Colocacdo de
ligadura em todos
os animais do
grupo teste

TFD)
Lado controle: nenhum
tratamento foi realizado.

Manutengdo das ligaduras

Figura 4. Delineamento do estudo

e lodo-povidine a 10%

Lado teste: aplicagdo dos
tratamentos de acordo com
os respectivos grupos teste
(PVP-l a 10%, CLX a 0,12% e

TFD)
Lado controle: nenhum
tratamento foi realizado.

Manutencdo das ligaduras

Lado teste: aplicacdo dos
tratamentos de acordo com
0s respectivos grupos teste
(PVP-1 a2 10%, CLX 2 0,12% e

TFD)
Lado controle: nenhum
tratamento foi realizado.

Manutencgao das ligaduras

Dez animais foram selecionados para receber tratamento com PVP-l a
10%. Somente um dos molares ligados recebeu tratamento (lado teste), enquanto
o outro lado recebeu apenas indugdo da doenca periodontal (lado controle). A

escolha do lado teste e do controle foi feito aleatoriamente por sorteio.
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Ap6s 7 dias da inducdo da doenca periodontal, os animais foram
anestesiados e com o auxilio de uma gaze, realizou-se um isolamento relativo na
regido lingual dos primeiros molares ligados a fim de que ndo houvesse
escoamento do antisséptico para o lado antagonista ou que o mesmo fosse
deglutido pelo animal. Em seguida, 5 gotas da solugdo de PVP-1 10% (equivalente
a 250ul) foram aplicadas sobre a ligadura de forma que essa fosse totalmente
embebida pelo antimicrobiano. Aguardou-se um tempo de agao de 1 minuto do
produto. Esse procedimento foi realizado nos periodos de 7, 14 e 21 dias apos a
colocacédo da ligadura. No 21¢ dia, apds a aplicacéo da terapia, os animais foram
sacrificados e as hemimandibulas foram obtidas para realizagdo dos
procedimentos histolégicos e as ligaduras coletadas para andlises microbiologicas

através de cultura.

e Clorexidina a 0,12%

Oito animais receberam tratamento com CLX a 10%. Somente um dos
molares ligados recebeu tratamento (lado teste), enquanto o outro lado recebeu
apenas inducao da doenca periodontal (lado controle). A escolha do lado teste e
do controle foi feito aleatoriamente por sorteio.

Ap6s 7 dias da inducdo da doenca periodontal, os animais foram
anestesiados e com o auxilio de uma gaze, realizou-se um isolamento relativo na
regido lingual dos primeiros molares ligados a fim de que nado houvesse
escoamento do antisséptico para o lado antagonista ou que o mesmo fosse
deglutido pelo animal. A solugdo utilizada foi preparada em farmacia de
manipulacdo (Proderma, Piracicaba, Sao Paulo) e assim como a aplicagdo do
PVP-I, foram aplicadas 05 gotas da solucao sobre a ligadura de forma que esta
fosse totalmente embebida pelo antimicrobiano. Esperou-se um tempo de acéao de
1 minuto do produto. Esse procedimento foi realizado nos periodos de 7, 14 e 21
dias apo6s a colocagao da ligadura. No 21° dia, ap6s a aplicagdo da terapia, os

animais foram sacrificados e as hemimandibulas foram obtidas para realizagéo

51



dos procedimentos histolégicos e as ligaduras coletadas para analises

microbioldgicas através de cultura.
e Terapia Fotodinamica

Dez animais foram selecionados para receber tratamento com TFD.
Somente um dos molares ligados recebeu tratamento (lado teste), enquanto o
outro lado recebeu apenas indugcdo da doenga periodontal (lado controle). A
escolha do lado teste e do controle foi feito aleatoriamente por sorteio.

Fonte de Iuz

O equipamento utilizado nesse experimento como fonte de luz foi um
aparelho tipo LED, desenvolvido pelo Grupo de Optica, Laboratério de Biofotdnica
e Laboratério de Apoio Tecnoldgico (LAT) do Instituto de Fisica de Sao Carlos/SP,
Brasil. O aparelho emitia luz azul com comprimento de onda de 450nm, poténcia
de 310mW e poder de densidade de 122,04mW/cm?.

Fotossensibilizador

O fotossensibilizador utilizado no estudo foi a base de Curcumina 10%.
Essa foi inicialmente diluida em agua destilada segundo informagdes do fabricante
(PDT — Pharma, Cravinhos, Brasil). Cada saché continha 66,7% de N-metil-d-
glutamina; 17,8% de curcumina e 15,5% de demais curcumindides. Uma vez
diluido o sal de curcumina, a solucao foi acondicionada em frascos ambar envoltos
em papel aluminio para que nao sofressem influéncia da luz ambiente.

Ap6s 7 dias da inducdo da doenca periodontal, os animais foram
anestesiados e com o auxilio de uma gaze, realizou-se um isolamento relativo na
regido lingual dos primeiros molares ligados a fim de que n&o houvesse
escoamento do antisséptico para o lado antagonista ou que o mesmo fosse

deglutido pelo animal. Em seguida, cinco gotas da solugdo de Curcumina 10%
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foram aplicadas sobre a ligadura e aguardou-se um tempo de pré-irradiagao de 1
minuto (Figura 5).

Apds esse periodo, a luz do LED foi incidida sobre a ligadura por mais 1
minuto para que ocorresse a fotoativacdo do fotossensibilizador (Figura 6) e em
seguida o excesso da solug¢édo de curcumina foi removido com um pedago de gaze
para evitar que a solugcdo fosse posteriormente deglutida pelo animal. Esse
procedimento foi realizado nos periodos de 7, 14 e 21 dias ap6s a colocagao da
ligadura. No 21° dia, apds a aplicagcéo da terapia, os animais foram sacrificados e
as hemimandibulas foram obtidas para realizacdo dos procedimentos histolégicos

e as ligaduras coletadas para analises microbiologicas através de cultura.

Figura 5 — Aplicacdo de 5 gotas (250ul) de Curcumina 10% sobre a ligadura no
primeiro molar com isolamento relativo na regido lingual
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Figura 6 — Fotoativagdo da Curcumina 10% com luz LED azul por 1 minuto, apds a pré-
irradiagao.

4.3. Sacrificio dos Animais e Processamento Histoldgico

Os animais foram submetidos a anestesia geral através de injecéao
intramuscular de 1ml/kg de ketamina (Dopalen; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP,
Brazil) e 0,3 ml/kg de cloridrato de xylazina (Virbaxil; Virbac do Brazil Industria e
Comércio LTDA, Roseira, SP, Brazil). Os animais foram sacrificados por
decaptacdo e a mandibula foi removida e separadas em sua sinfise. As hemi-
mandibulas foram imersas em formol a 10% com tampao fosfato (pH 7,0) por 24
horas e depois foram descalcificadas em EDTA 20%, com 1 troca diaria da
solucao, durante 45 dias, a temperatura ambiente. Apds a desmineralizacdo, os
espécimes foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. Secgdes longitudinais mésio-distais de 6 um de espessura foram obtidas
da regiao dos molares com auxilio de um micrétomo (Leica RM2155, Alemanha) e

os cortes foram colocados em laminas de vidro.
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4.4. Analise histométrica

Os cortes foram corados em hematoxilina e eosina (HE). Dez cortes
histolégicos equidistantes foram selecionados por dente para avaliacao
histométrica. Os cortes obtidos foram digitalizados em um aumento de 50X (5X
objetiva e 10X ocular). A imagem de cada lamina foi capturada por uma camera
digital (MC80 DX®, Zeiss, Jena, Alemanha) acoplada em microscopio Optico
(Axioskop 2 plus®, Zeiss, Jena, Alemanha), utilizando o programa Leica Aplication
Suite (Leica Microsystems, Suiga).

Utilizando-se o sistema de pontos de um reticulo quadriculado com auxilio
do programa Image-Pro® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), foram
obtidas as medidas da perda éssea na area de furca de cada dente (area de
tecido conjuntivo proveniente da reabsorcao do tecido ésseo da regido inter-
radicular). O reticulo foi constituido de quadrados de 0,08mm de aresta e
0,0064mm? de &rea. O reticulo foi posicionado de maneira que sempre incluisse
dentina coronaria e radicular e o tecido ésseo, sendo computados os pontos que
coincidiam com as interseccbes das arestas dos quadrados adjacentes que
ficavam dentro da area de tecido conjuntivo presente na regido inter-radicular em
consequéncia da perda Ossea (Figura 7). A éarea de reabsorcdo Ossea foi
calculada utilizando-se a férmula Area reabsorvida= N° de pontos x Area do
quadrado. A area de reabsorcado 0ssea da regiao de furca foi determinada a partir

da média das leituras dos 10 cortes eqidistantes por dente, expressa em mm?.
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Figura 7 — Imagem digitalizada do corte histolégico com reticulo quadriculado posicionado sobre a
regido interradicular e contagem dos pontos realizada. A regido delimitada por pontos vermelhos
descrevem a drea preenchida por tecido conjuntivo do ligamento periodontal.

4.5. Analise histoquimica para fosfatase acida tartarato resistente (TRAP)

Secgdes mésio-distais de 6um de espessura foram desparafinizadas e
foram incubadas a 37°C durante 15 min com uma mistura de 4 mg de Naftol AS-BI
fosfato (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), como substrato, e 24mg de sal
violeta vermelho (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) diluido em 30mL de
tampao de acetato (pH 5,2) contendo 0,3 tartarato mmol/L (Sigma), pH 5,0. Para
laminas de controle, o substrato foi omitido. As sec¢des foram contra-coradas com
fast green. A analise quantitativa do numero de osteoclastos marcados
positivamente pela enzima fosfatase acida tartarato resistente foi realizada na
superficie linear da crista dssea, imediatamente abaixo do teto da furca dos
primeiros molares usando um microscopio optico (Axioskop 2 plus, Zeiss, Jena,
Alemanha), com aumento original de 400X (objetiva de 40X e ocular 10X). Os
resultados foram descritos como o0 numero de células positivas para a TRAP/mm.

56



4.6. Cultura dos microrganismos totais

As ligaduras coletadas de cada grupo foram colocadas em 450ul de meio de
transporte fluido reduzido (RTF) (Syed & Loesche, 1972) e armazenadas para
aliquotagem. As amostras foram agitadas em vortex por aproximadamente 2
minutos para que houvesse o total desprendimento do biofilme da ligadura e sua
dispersado. Entdo, 50ul da suspenséo foram retirados e diluidos em série decimal
de 10" a 10" em eppendorfs contendo 450ul de RTF. Posteriormente, aliquotas
de 25ul de cada uma das diluicdes foram inoculadas em triplicata diretamente na
superficie do meio de cultura agar sangue (Brucella Agar with Hemin and Vitamin -
Sigma cat#B2926 - suplementados com 5% de sangue desfibrinado de carneiro).
As placas foram entdo incubadas a 37°C, em camara de anaerobiose (atmosfera
de 80% N2, 10% de CO. e 10% H.) por 48 horas, para posterior contagem das
unidades formadoras de colénias (UFC) no contador manual (Contador de col6nias
CP 600 - Phoenix).

4.7. Analise estatistica

Para analise da atividade antimicrobiana da TFD, da CLX e do PVP-I sobre
o biofilme dentério, inicialmente, a fim de promover a normalizacdo dos dados, a
analise estatistica foi feita com os dados transformados em log1o. Isso significa
dizer que a cada 1 log de redug¢do houve uma reducdo microbiana de 10 vezes.
Redugédo a partir de 1 log foi considerado com significancia biolégica. Para
determinar se houve diferenca entre 0os grupos teste e os grupos controle, utilizou-
se o teste t de Student.

Para andlise histométrica e histoquimica, médias representativas de cada
animal foram obtidas ap6s os dados serem adquiridos. Os dados de reabsorcéo
O0ssea alveolar e a contagem de células TRAP-positivas foram, inicialmente,
avaliados quanto a homogeneidade pelo teste de Shappiro-Wilk. Tendo detectado
a heterogeneidade, para andlise intragrupo foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis e
Mann-Whitney e para avaliagédo intergrupo foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis.
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O programa estatistico utilizado para realizacdo das analises foi o BioStat 5.0°¢ o

nivel de significancia adotado em todas as analises foi de 5%.
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5. RESULTADOS

Na avaliacdo histométrica dos grupos teste (Figuras 11A, 11C e 11E) e
controle (11B, 11D e 11F) de todas as terapias utilizadas, ap6s os 21 dias do
estudo, foi possivel observar uma area de reabsorcdo 6ssea alveolar preenchida
por tecido conjuntivo na regido do teto da furca, indicando uma reabsor¢cédo do
0sso alveolar provocado pela indugdo da doenga periodontal. Contudo, ndo foram
verificadas diferengas intragrupo no padrao de reabsorgdo alveolar em todos os
grupos (p>0,05) indicando que nenhuma das terapias foi capaz de impedir a
reabsorcdo alveolar na regido de furca dos primeiros molares dos animais, apés
21 dias (Tabela 1). A comparagédo entre as terapias também revelou nao haver
diferenca estatistica (p>0.05) (Tabela 1).

Ap6s anadlise dos cortes que foram submetidos a histoquimica para
marcacao de TRAP, foi observado que todos os grupos apresentaram células
marcadas positivamente para TRAP na regido superficial do osso alveolar dos
primeiros molares analisados. Apos andlise comparativa para avaliagao intergrupo
e intragrupo, foi observado que o grupo da TFD tinha menos células TRAP-
positivas na regidao da superficie 6ssea alveolar, em comparacdo com 0 grupo
controle e o grupo da CLX (p<0,05), enquanto que o grupo PVP-I ndo obteve
diferencga significante nem quando comparado com o grupo controle e a CLX nem
quando comparado a TFD (p>0,05). No grupo da CLX também nao houve
diferenca estatistica quando comparada ao seu respectivo grupo controle (Figuras
12A a 12F e Tabela 2).

59



Tabela 1. Média e desvio padrdo da area de reabsorgdo dssea nos grupos PVP-I, CLX , TFD e seus respectivos
grupos controle e CN

Grupos Reabsor¢do dssea
Meédia Meédia
Tratamento (+dp) Controle (+dp)
PVP-I 1.310.3 Aa 1.3+0.4 Aa
CLX 1.1+0.2 Aa 1.410.2 Aa
TFD 1.21+0.5 Aa 1.1+0.1 Aa

Letras minUsculas distintas na horizontal indicam que ndo ha diferenga estatistica intragrupo. Letras mailsculas iguais
na vertical indicam que nao ha diferenga significante intergrupo (Kruskall-Wallis/Mann-Whitney, p<0.05).

Tabela 2. Média e desvio padrdao do nimero de células TRAP positivas, nos grupos PVP-I, CLX , TFD e seus
respectivos grupos controle e controle negativo.

Grupos TRAP
Meédia Meédia
Tratamento (+dp) Controle (+dp)
PVP-I 4.2+2.9 Aa 5.6+£2.6 Aa
CLX 5.0£2.6 Aa 5.412.8 Aa
TFD 2.8+3.0 Aa 6.814.5 Ab

Letras minusculas distintas na horizontal indicam que nao héa diferenga estatistica intragrupo. Letras mailsculas iguais na
vertical indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significante intergrupo (Kruskall-Wallis/Mann-Whitney, p<0.05)

Na avaliagdo da atividade antibacteriana da TFD, do PVP-l e da CLX, sobre
o biofiime dentario, observou-se que os trés agentes mostraram um efeito
antimicrobiano sobre os microrganismos totais (Figura 13). No grupo do PVP-I foi
observada uma média de reducao de 1.8 logs (18 vezes) da contagem bacteriana,
com uma maxima capacidade de reducdo de 68 vezes. No grupo da CLX essa
reducéo foi de 1.9 logs (19 vezes), com uma maxima reducéo de 73 vezes. Ja no
grupo da TFD, a reducdo da contagem bacteriana foi, em média, 0,4 logs (4
vezes), apresentando uma maxima reducao de 37 vezes (Tabela 3).

Como terapia, os molares tratados com PVP-| apresentaram significativa
reducdo na carga microbiana (8 de 10, p=0,03), apontando uma boa efetividade
do tratamento (Figura 8). Dentre os molares tratados com CLX, apenas 4
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apresentaram significativa reducdo na carga microbiana (4 de 8, p=0,10),

mostrando uma tendéncia positiva para redugéo atraves dessa terapia (Figura 9).

Ja a TFD apresentou o efeito antimicrobiano apenas em alguns animais (4 de 10),

porém sem diferenca significativa entre molar tratado e nao tratado (p=0,54)

(Figura 10). Sendo assim, considerando o numero de molares que responderam

positivamente ao tratamento, o PVP-I mostrou-se mais eficaz do que a CLX e a

TFD, enquanto que a CLX foi mais eficaz do que a TFD.

Tabela 3. Médias de redugdo da contagem bacteriana por grupo (log £ dp).

Média de reducgdo

da contagem Minima Maxima
bacteriana Redugdo Redugdo
PVP-I 18x (+ 23) 0x (n=2/10) 68x
CLX 19x (+ 30) Ox (n=4/8) 73x
TFD 4x (£ 21) 0x (n=6/10) 37x
PVP-I
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TESTE CONTROLE

PVP-|

CLX

Figura 11 — Cortes histolégicos em aumento de 50X (objetiva de 5X e ocular de 10X) dos lados tratados com PVP-
I, CLX e TFD (A, C e E respectivamente) e dos lados controle (B, D e F) em 21 dias de experimento. d — dentina;
tc- tecido conjuntivo; oa — osso alveolar da furca; LP — ligamento periodontal; Barra = 200pm
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TESTE CONTROLE

PVP-I

CLX

TFD

F

Figura 12. Fotomicrografias representativas dos grupos testes (A, C, E) tratado com PVP-I, CLX e TFD, respectivamente e seus grupos
controle (B, D, F), evidenciando células TRAP-positivas (setas) na regido de superficie alvolar 6ssea dos primeiros molares com
periodontite induzida. LP: ligamento periodontal, OA: osso alveolar. Aumento de 200X. Barra = 200um
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PVP-|

CLX

TFD
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Figura 13. Imagens ilustrativas do crescimento das colbnias bacterianas provenientes das ligaduras ap6s a aplicagdo do
PVP-I, da CLX e da TFD (A, C, E) e seus grupos controles (B, D, F).
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6. DISCUSSAO

A necessidade de procedimentos coadjuvantes a terapia periodontal
convencional parece promover uma mobilizacdo cientifica em busca de
alternativas eficazes (Rosling et al., 1983; 1986; Wennstrém, 1987; 1997; Verbnica
& Bissada, 1998; Ciancio, 1998; Van Steenberghe et al., 1999). Embora o uso de
antimicrobianos locais seja uma alternativa adjuvante eficiente na terapia
periodontal nado-cirurgica, seus efeitos colaterais muitas vezes os impedem de
serem utilizados a longo prazo. Tendo em vista a efetiva agdo antimicrobiana da
TFD (Sarkar & Wilson, 1993; Komerik et al., 2000; Chan & Lai, 2003; Almeida et
al., 2007; Qin et al., 2008a,b; Polansky et al., 2009), essa parece ser uma
estratégia terapéutica alternativa promissora para utilizacao no controle do biofilme
bucal, com minimos efeitos colaterais locais e sistémicos. Sendo assim, o
presente estudo avaliou a acao da TFD utilizando curcumina a 10%, da CLX
0,12% e do PVP-I 10% na reducdo microbiana e a agcdo desses agentes na
reabsorcdo 6ssea de dentes acometidos por periodontite experimental em ratos.

A aplicacdao de agentes antimicrobianos localmente tem trazido vantagens
em relacdo a administracdo sistémica como, efeitos adversos menores, baixa
indugdo da resisténcia bacteriana, além de uma acdo mais efetiva sobre as
bactérias associadas ao biofilme (Goodson et al., 1985; Quyrinen et al., 2002;
Slots, 2002; Mombelli et al., 2005). O iodo povidine e a clorexidina sdo agentes
antimicrobianos locais que tém apresentado bons resultados na reducao da carga
microbiana (Lée & Schiott, 1970; Bassiouny & Grant., 1975; Forabosco et al.,
1996; Cury et al., 2000; Rosling et al., 2001; Hoang et al., 2003).

Nesse contexto, Nakagawa et al. (1990), em estudo in vivo, avaliando
varias concentracoes de PVP-I, mostraram atividade bacteriana significante com a
solucao nao diluida do antimicrobiano (PVP-I 10%). Os resultados microbioldgicos
mostrados no presente estudo, corroboram com os achados de Nakagawa et al.
(1990) frente a reducao significativa da carga microbiana apresentada pelo PVP-I
10% quando comparado ao grupo controle (p=0,03) e aos grupos CLX e TFD.
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Os resultados do presente estudo sugerem ainda que o PVP-l1 em altas
concentragbes (PVP-I 10%), mesmo sem uma desorganizagdo mecanica do
biofilme, é eficaz para exercer um efeito nesses microrganismos, com um tempo
de contato minimo de 1 minuto. Isso foi observado também por Hosaka et al
(2012), que investigaram a atividade antimicrobiana do PVP-I em biofilmes de Pg
e Fn. Os resultados mostraram que o PVP-I em concentragdes iguais ou maior
que 2% foram necessarias para reduzir significativamente os biofilmes de Pg e de
Fn a partir de 1 minuto de contato, e que concentracdes acima de 5% erradicaram
completamente todas as bactérias. Os autores observaram ainda, que com um
tempo de contato de 1 minuto houve morte bacteriana significativa, e a partir
desse tempo néo foi observado nenhuma diferenga na atividade antimicrobiana do
PVP-I em qualquer concentracao.

A CLX é considerada uma substancia “padrao-ouro” no controle do biofilme
dentario e da gengivite. IniUmeros trabalhos ja foram realizados e comprovaram a
sua eficacia contra microrganismos da cavidade bucal, demonstrando uma boa
reducdo no biofilme quando comparada com solugdes controle (Lée & Schiott,
1970; Bassiouny & Grant., 1975; Loe et al., 1976; Addy & Moran, 1983; Briner et
al., 1986; Segreto et al., 1986; Sinnes et al., 1997; Cury et al., 2000). No entanto, a
sua acao sobre um biofilme maduro parece nao ser tdo eficaz (Cumming & Lde,
1973; Brownstein et al, 1990; Pratten et al., 1998; Zaura-Arite et al., 2001).

Zaura-Arite et al. (2001) verificaram pela primeira vez o comportamento do
biofilme oral apdés exposicdo a uma solugdo de clorexidina 0,2% por 1 minuto,
utilizando a microscopia confocal a laser. A andlise em camadas mostrou que a
camada mais externa do biofilme apresentou, estatisticamente, menor vitalidade
bacteriana que a camada mais interna, tanto em 24 quanto em 48 horas, deixando
clara a ineficacia da clorexidina nas camadas mais internas de biofilme com mais
de 24 horas de formacao. Assim como no trabalho de Zaura-Arite et al., (2001), o
presente estudo também ndo verificou uma efetividade da CLX sobre o biofilme
formado apds 21 dias de estudo.
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Um dos fatores que pode explicar essa ineficacia da CLX sobre o biofilme
nesse estudo € o tempo de acdo do antimicrobiano aplicado sobre os
microrganismos. Isso foi observado por, Pratten et al. (1998) em um trabalho in
vitro, no qual os autores avaliaram a eficacia da clorexidina sobre a vitalidade de
bactérias agrupadas em biofilmes. Os autores observaram que a CLX mostrou
uma redugdo na vitalidade bateriana significante somente ap6s 60 minutos de
exposicdo ao antimicrobiano. Provavelmente, o tempo de 1 minuto aplicado no
presente estudo, nao foi suficiente para que o antimicrobiano agisse nas camadas
mais internas do biofilme.

O sucesso da TFD na eliminagdo de microrganismos o indica como uma
terapia para infecgcbes microbianas localizadas, como a doenga periodontal (Jori,
2006; Komerik & Macrobert, 2006). Nos ultimos anos foi publicado um grande
numero de estudos, que descrevem a morte de bactérias periodontopatogénicas
através da TFD (Sarkar & Wilson, 1993; Komerik et al., 2000; Chan & Lai, 20083;
Komerik et al., 2003; Sigush et al., 2005; Souza, 2007; De Almeida et al., 2007;
Qin et al., 2008a,b; Polansky et al., 2009).

No entanto, da mesma forma como ocorre com a CLX, diversos estudos
tém mostrado que a TFD quando realizada sobre superficies dentarias com
biofilme presente ndo apresenta um efeito antimicrobiano terapéutico significativo
(De Beer et al., 1994; Soukos et al, 2003; Spratt et al, 2001; Fontana et al, 2009).

Fontana et al. (2009), avaliaram a habilidade da TFD, utilizando azul de
metileno (5 minutos de pré-irradiacdo e 5 minutos de exposicao a luz), em reduzir
0 numero de bactérias orais, comparando os efeitos da TFD em microrganismos
plancténicos e em biofilme. A TFD eliminou aproximadamente 63% das bactérias
presentes na suspensao, enquanto que em biofilme a terapia teve um efeito menor
na viabilidade das bactérias, eliminando no maximo 32% dos microrganismos. Os
autores concluiram entdo que as bactérias orais em biofilmes sdo menos afetadas
pela TFD do que em microganismos plancténicos.

O protocolo usado nesse estudo, utilizando TFD com curcumina a 10% e
luz LED com comprimento de onda de 450nm, ndo foram efetivos na redugéo
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microbiana, corroborando com os achados de Fontana et al., (2009), embora os
protocolos utilizados tenham sido diferentes. Diversos fatores podem ter
influenciado esse resultado, dos quais pode-se citar: as caracteristicas peculiares
do biofilme formado, a variacao individual de cada animal, a falta de penetracao do
corante e da luz em toda a profundidade do biofilme e o tempo de pré-irradiacéo e
de irradiacao insuficientes.

Com o objetivo de conhecer o efeito do azul de toluidina na TFD, Qin et al.,
(2008) coletaram amostras de placa supragengival de 20 pacientes para analise
das bactérias Leptotrichia buccalis (Lb), Vignal’s bacillus (Vn), Veillonella (V),
Streptococos (S) e Aa. A morte de 47% a 99% das bactérias foi obtida pela
combinagdo do azul de toluidina (1mg/ml) seguida da exposi¢cdo ao laser diodo
(635nm; 212mW/cm?; 12J/cm?; 57 segundos). Os autores sugeriram que a TFD é
eficiente para destruir bactérias supragengivais, mas essa eliminacao varia de um
paciente para o outro.

Dahl et al, (1989) em um estudo sobre fototoxicidade da curcumina,
mostraram que as bactérias gram-negativas apresentaram maior resisténcia a
fototoxicidade da curcumina em relacdo as bactérias gram-positivas. Essa
caracteristica peculiar do biofilme pode ter contribuido para o insucesso na
efetividade da TFD, sugerindo que no biofilme maduro, avaliado no estudo, pode
ter ocorrido um aumento de bactérias gram-negativas, dificultando a acao da TFD.

O tempo de pré-irradiacdo da curcumina mediada pela TFD em culturas
planctonicas e biofilme de Candida albicans, Candida glabrata e Candida
dubliniensis foi avaliado em 2013, por Andrade e colaboradores. Os autores
avaliaram os efeitos do tempo de pré-irradiagao na efetividade da TFD. As culturas
de biofilmes mostraram reducédo significante na viabilidade celular com a
associacao de 40uM de curcumina e 20 minutos de pré-irradiagdo. Além disso, as
observacbes da microscopia a laser confocal mostraram diferentes intensidades
de emissdes de fluorescéncia apdés 5 e 20 minutos de incubacdo. Os autores
concluiram que existe uma dependéncia do tempo de pré-irradiacdo nas culturas
de biofilme e esta difere entre as espécies avaliadas. Também, as observacoes da

70



microscopia confocal confirmaram a necessidade de um maior intervalo de tempo
para a curcumina penetrar as camadas mais internas do biofilme. O tempo de pré-
irradiacdo da curcumina utilizado no presente estudo, foi de 1 minuto, o que pode
ter sido insuficiente para penetracdo do fotossensibilizador em camadas mais
profundas do biofilme.

Esse mesmo resultado foi encontrado por Dovigo et al, (2011) que
avaliaram a viabilidade de utilizacdo da curcumina como agente
fotossensibilizador na TFD para inativagdo de uma cepa padrdao de Candida
albicans e seu efeito sobre células de macréfagos, sob diferentes concentraces
de curcumina e diferentes tempos de pré-irradiacdo. Os resultados mostraram que
houve uma redugdo significativa na viabilidade celular dos biofilmes de C.
albicans. O efeito fotodinamico foi acentuado pela presenca da curcumina na
concentracao de 20uM e pela utilizacao de 20 minutos de pré-irradiacao.

Da mesma forma que o tempo de pré-irradiagdo, outro fator que pode ter
contribuido para uma ineficacia da TFD sobre o biofilme dentario, € o tempo de
irradiaga@o, ou seja, o tempo para interagao da luz com o fotossensibiliador. Prates
et al (2010), mostraram em um estudo sobre a influéncia dos parametros de
irradiacdo na terapia fotodindmica em leveduras (Candida albicans, Candida
krusei e Cryptococcus neoformans), que o tempo de irradiacao e intensidade tem
um papel importante na eficiéncia da TFD. Eles mostraram que quanto maior o
tempo de irradiagao e a intensidade da luz, maior é o efeito fotodinAmico sobre os
microrganismos. O tempo de irradiagdo de 1 minuto utilizado no presente estudo,
pode ter sido um tempo insuficiente para interagao da luz com fotossensiblizador
em camadas mais profundas do biofilme, o que justifica a ineficacia da TFD sobre
0S microrganismos totais avaliados.

Poucos estudos tém avaliado a acdao dos trés agentes avaliados no
presente estudo, sobre a perda éssea alveolar in vivo (Komerik et al., 2003; De
Almeida et al., 2007, 2008; Qin et al., 2008a,b). No intuito de avaliar a agcédo da
TFD na redugéo da perda 6ssea alveolar decorrente de periodontite Komerik et al.,
(2003) inocularam Pg em ratos e os expuseram ao laser diodo (630nm; 0,1W;
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6;12;24 e 48J; 1;2;4 e 8 minutos) na presenca de azul de toluidina. A perda 6ssea
encontrada nos animais tratados com TFD foi significativamente menor quando
comparada ao grupo controle. Resultado semelhante foi encontrado por Almeida
et al., (2007, 2008), onde os autores demonstraram a ocorréncia de menos perda
O6ssea em animais tratados com esse procedimento. No presente estudo, os
resultados obtidos na avaliacdo histométrica vao de encontro aos resultados
encontrados nos trabalhos de Komerik et al (2003) e Almeida et al (2007, 2008).
Apé6s avaliacdo do presente estudo, verificou-se que nenhuma das trés terapias
utilizadas foram capazes de impedir a reabsorcdo 6ssea alveolarnos primeiros
molares dos ratos.. Uma das razdes que possivelmente explica esse resultado é a
presenca do biofilme maduro. Possivelmente, a presenca do biofilme e a
impossibilidade das terapias testadas em alcancar as camadas mais internas
desse biofilme, impossibilitou que os tratamentos pudessem reverter a destruicao
periodontal.

No entanto, quando avaliada histoquimicamente, a TFD mostrou um melhor
resultado na contagem de células TRAP positivas quando comparada aos outros
grupos. A TFD pode favorecer o processo de reparo quando associado com
terapia a laser de baixa poténcia, que tem como vantagem promover a
biomodulacdo no tecido a ser raparado e reduzir a inflamagcdo do tecido
periodontal (Qadri et al., 2005). No presente estudo, a utilizagdo da curcumina
associado ao LED, pode ter apresentado um efeito imunomodulador do processo
inflamatério. Isso ja foi mostrado por Carvalho et al., (2001), que afirmaram que a
curcumina possui efeitos antimicrobianos, anti-inflamatérios e imunomoduladores
que poderiam ser exacerbados com sua iluminagcdo em comprimento de onda
adequado.

Sendo assim, em vista dos resultados apresentados no presente estudo, a
presenca de um biofilme maduro parece ser o fator fundamental no insucesso
desses agentes como terapia, o que pode-se sugerir entdo, que a desorganizagao
do biofilme pela intervengdo mecénica parece ser um requisito essencial para

efetividade dessas terapias sobre os tecidos periodontais.
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Uma das limitagdes do presente estudo é que a aplicacdo das terapias foi
realizada somente apos 7 dias da inducéo da periodontite experimental. Com isso,
pode-se sugerir que a reabsorcao tenha ocorrido nesse periodo, nao podendo
avaliar se os tratamentos impediram a progressao da doenca periodontal. Para
iss0, sao necessarios estudos que realizem essa avaliagdo em diferentes tempos.

Além disso, outros fatores precisam ser investigados a fim de definir um
protocolo adequado para a terapia fotodindmica antimicrobiana utilizando a
curcumina como fotossensibilizador, como os tempos de pré-irradiacdo adequado,
tempo de irradiagdo da luz, bem como, avaliar os efeitos citotdxicos da curcumina

nos tecidos do hospedeiro.
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7. CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que os trés agentes
antimicrobianos foram capazes de reduzir o nimero de microrganismos, sendo o
PVP-I o0 mais eficaz. Com relacao a reabsorgcdo 6éssea, nenhuma das trés terapias
avaliadas mostraram-se capazes de impedir a reabsorgdo 6ssea alveolar, embora
com a TFD um menor numero de células TRAP positivas foram observadas.
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ANEXO 1 - Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa

Q. %

CEUA/Unicamp

Comissiao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliacao periodontal do_efeito da terapia
fotodinamica em _animais" (protocolo n°® 2727-1), sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Antonio Wilson Sallum / Mirella Lindoso Gomes Campos, esta de

acordo com os Principios Eticos na Experimentagdao Animal adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a
legislagao vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 05 de junho de
2012.

Campinas, 05 de junho de 2012.
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