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Resumo

Objetivo: Investigar a sensibilidade de uma cepa laboratorial de Streptococcus mutans e
dois isolados clinicos do grupo estreptococos a terapia fotodindmica antimicrobiana
(TFA). Método: Azul de toluidina (TBO) e diodos emissores de luz (LEDs) no
comprimento de onda vermelho (600 — 700 nm) foram utilizados objetivando a morte de
células planctonicas de uma cepa de referéncia de S. mutans (ATCC 25175) e dois isolados
clinicos de estreptococos. Os microrganismos foram cultivados em infusdo cérebro
coragdo (BHI) em condi¢des de microaerofilia a 370C por 24 horas. Subsequentemente,
suspensdes foram transferidas para placas de 96 pogos e tratadas com a combinagio de
quatro concentragdes de TBO e quatro doses de luz. Grupos controle nio foram tratados
ou tratados com TBO e LED isoladamente. A efetividade da TFA foi avaliada por meio
de plaqueamento e microscopia de varredura confocal a laser (MVCL). Resultados: O
efeito antimicrobiano da TFA foi aumentado pela presenga do TBO e pelo aumento das
doses de luz. Resultado antibacteriano similar foi observado para os dois isolados clinicos
(2,6 ng.mL-1 TBO a 24 J.cm-2 LED), em que a combinagdo de 0,25 pg.mL-1 TBO e 36
J.em-2 LED foi efetiva para inativacdo da cepa de referéncia de S. mutans. Conclusio:
Embora ligeiras variagdes foram observadas entre as cepas, TFFA fol efetiva na
fotoinativagdo de células planctonicas dos microrganismos estudados.

Descritores: Cérie dentaria. IFotoquimioterapia. Stretococcus mutans.
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Introducio
Cerca de 1000 espécies bacterianas tém sido identificadas na cavidade bucal de humanos [17].

Algumas formam agregados complexos sobre as superficies dentdrias denominados biofilmes [27].
Microrganismos cariogénicos sdo capazes de fermentar carboidratos, especialmente sacarose,
produzindo matriz extracelular e proporcionando um ambiente 4dcido [37]. Em ambientes com alta
concentragdo de agtcares, competigdes entre bactérias acidiricas e acidogénicas proporcionam uma
desregulagdo ecolégica [47]. A persisténcia de baixos valores de pH por longo periodos causam perda
mineral e destrui¢do de estruturas dentdrias com formagdo de cavidades [4-67]. Estreptococos,
principalmente do grupo mutans (Streptococcus mutans - S. mutans) é largamente conhecido pela sua
ligacdo com a etiologia e progressdo da cédrie dentdria [3,5].

Diversos agentes quimicos sdo usados concomitantemente a escovagdo objetivando a prevengao
da carie dentaria [77]. Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFA) é uma abordagem relativamente
nova para o controle de patégenos envolvidos com a doenga [8,97]. O método consiste na fotoativagao
de fotossensibilizadores ou corantes por um comprimento de onda especifico. Radicais livres como
oxigénio singleto, superéxidos e hidroxilas sdo produzidos durante a irradiagdo e esses produtos
téxicos sdo usados no metabolismo bacteriano com consequente morte celular [10,117.

A efetividade da TFA na inativac¢do de S. mutans tem sido demonstrada por estudos prévios
[8,97. Cepas clinicas sdo frequentemente mais resistentes a antimicrobianos que cepas padrio ou
laboratoriais devido a trocas genéticas entre microrganismos presentes na cavidade bucal [12-137.
Bactérias podem desenvolver resisténcia por meio da aquisi¢do de material genético novo de outros
organismos resistentes, ocorrendo entre cepas de mesma ou distinta espécies ou géneros por troca
genética (ex. conjugacdo, transdugio e transformacio) [147]. Baseado no fato de que cérie dentaria é
capaz de destruir estruturas mineralizadas em qualquer estagio da vida, criangas sdo mais afetadas por
essa doenga devido a imaturidade de sua destreza manual e, como consequéncia, ndo atingindo um nivel
6timo de remogdo de placa dentdria ou biofilme [157. Embora um estudo recente tenha provado a
resisténcia de isolados clinicos a TIFA [ 137, nenhum estudo prévio focou-se no efeito da TI'A sobre
isolados clinicos de microrganismos cariogénicos oriundo da cavidade bucal de criangas.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da TI'A mediado por azul de
toluidina (TBO) em associagdo a diodos emissores de luz (LEDs) no comprimento de onda vermelho
sobre uma cepa padrio de S. mutans e comparar a dois isolados clinicos de estreptococos da saliva de

criangas.

Metodologia

Preparagdo do inéculo bacteriano

Os isolados clinicos de estreptococos foram isolados da saliva de duas criangas (#1 e #2) de um
estudo publicado previamente [167]. Para a utilizagdo desse material biolégico, o presente estudo foi
conduzido ap6s aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia

de Bauru da Universidade de Sdo Paulo. Como cepa de referéncia, foi utilizado uma cepa laboratorial
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de S. mutans (ATCC 25175) do Laboratério de Microbiologia da FFaculdade de Odontologia de Bauru.
Os microrganismos cresceram em caldo Infusdo Cérebro Coragdo (BHI, Oxoid; Basingstoke, UK) em
condi¢des de microaerofilia a 387°C por 24h. A turbidez inicial das suspensdes bacterianas foi

determinada pela escala McFarland (~1.5 x 10# celulas.mL-!).

Fotossensibilizador e fonte de luz

Uma solugio estoque a 500 pg.mL-' de TBO (T) (Sigma-St. Louis, MO, USA) foi preparada pela
dissolugdo do p6é em agua deionizada e mantida no escuro até seu uso. Previamente aos experimentos
da TFA a solugdo estoque foi diluida a concentragdes finais a 0,25; 2,5; 25 e 250 ug.mL-".

Um dispositivo (L) (Biotable® LED) construido pelo Instituto de Fisica de Sdo Carlos
(Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos, SP, Brazil) composto por 40 diodos emissores de luz
(LXHLPRO9, Luxeon III Emitter, Lumileds Lighting, San Jose, CA, USA) no comprimento de onda
vermelho com janela de absorg¢do de 600 a 670 nm (pico central de comprimento de onda a 640 nm) foi
usado como fonte emissora de luz [197. A densidade de poténcia utilizada foi de 400 mW.cm= e quatro
doses de luz (segundo uma formula previamente publicada e validada [207] foram testadas:12, 24, 36 e

48 J.cm (correspondendo a 30, 60, 90 e 120 s de iluminagéo, respectivamente).

Aplicagdo da TFA

Aliquotas de cada suspensio bacteriana (100 pL) foram transferidas a orificios de uma placa de 96
pogos e divididas segundo os seguintes grupos: Grupo I (grupo TFA: TBO + LED; T+L+), Grupo 11
(grupo TBO: TBO;T+L-), Grupo III (grupo LED: LED; T-L+) e Grupo IV (Grupo controle , auséncia
de TBO e LED; T-L-). No dia do experimento, a solugdo estoque foi diluida em PBS e um mesmo
volume (100 ul) de cada solugdo preparada foi adicionada aos mesmos pogos para se atingir as
concentragdes a 250, 25, 2,5 e 0,25 pg.mL-'. O in6culo foi mantido em contato com o fotossensibilizador
por 2 minutos (TPI: tempo de pré-irradiagio) e entdo os pogos foram iluminados pela Biotable® por 30,
60, 90 e 120 s para se atingir as dosimetrias desejadas (Grupo I). Para investigar se somente o TBO
geraria algum efeito toxico sobre a viabilidade bacteriana, pogos foram expostos somente ao
fotossensibilizador, entretanto sem posterior iluminagido pelo LED (Grupo II). Bactérias expostas
somente a irradiacdo LED sem prévia exposi¢do ao TBO constituiram o Grupo III. Pogos adicionais
contendo as suspensdes bacterianas sem exposi¢do ao TBO nem a luz LED constituiram pogos controle
(Grupo controle; Grupo IV). A este tltimo grupo um volume de 100uL de PBS foi adicionado aos pogos

objetivando simular a presen¢a do TBO.

Andlise da efetividade da TFA

Apbs os tratamentos, a efetividade da TI'A foi avaliada pela viabilidade bacteriana por meio de
plaqueamento de modo apenas visual e descritivo (por meio da presenca/auséncia de unidades
formadoras de colonia) para averiguagdo do crescimento bacteriano e para confirmagio dos resultados

e viabilidade dos achados, imagens em microscopia de varredura confocal a laser (MVCL) foram
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realizadas. Para isso, aliquotas de 50 pL de todos os grupos foram plaqueadas em BHI agar (cepa de
referéncia de S. mutans) e em SB-20 (20) e entdo as placas foram incubadas e, condi¢des de microaerofilia
a 37°C por 48h para posterior visualizagdo das colonias. O ensaios foram realizados em duplicata para
cada grupo e o procedimento repetido trés vezes em diferentes dias (n = 6).

Para verificar a eficicia da abordagem fotodinamica, aliquotas dos Grupos I a IV foram submetidas
a andlise por MVCL. Sendo assim, o contetido dos pogos foram preparados como se segue:
centrifugacdo a 10.000 RPM por 5 minutos, descarte do sobrenadante e o pellet resultante
ressuspendido em 50 puL. de PBS glicerina (50%; v/v); 25 pL do contetido foi transferido para uma
lamina e corada com iodeto de propidio (PI) e alaranjado de acridina num volume de 15 pL para cada
corante a 0.01% e entdo a solugido resultante foi coberta com uma laminula. As ldminas foram
examinadas por meio de um microscépio confocal de fluorescéncia (TCS model, SPE, Leica
Microsystems, Mannheim, Germany) usando-se filtros especificos (filtro a 488/507 nm que detecta o
alaranjado de acridina e captura a coloragdo verde e o filtro para PI - 503/615 nm o qual detecta
coloragdo avermelhada). A detecgdo de bactérias emitindo fluorescéncia verde representa células

viaveis, enquanto fluorescéncia vermelha representa morte bacteriana ou fotoinativagio.

Resultados

O efeito da TFA sobre a cepa padrio e os dois isolados clinicos estdo ilustrados nas Tabelas 1, 2 e
3. A presenca e auséncia do crescimento bacteriano foram representados por (+) e (-), respectivamente.
A combinagéo de 0,25 pg.mL-' de TBO exposto a 36 J.cm2do LED vermelho foi capaz de fotoinativar
o crescimento da cepa padréo de S. mutans. Entretanto, uma maior concentragdo de TBO (2,5 ng.mL-")
fol necessaria para fotoinativar ambos os isolados #1 e #2 de estreptococos em combinagio a 24 J.cm-
2do LED vermelho (Tabelas 2 e 3). O efeito fotoinativador da TFA foi aumentado pelo incremento da
concentragdo de TBO e das doses de luz (e consequentemente dos tempos de iluminagéo), exceto para
as concentragdes de 25 e 250 ug.mL-' de TBO, que foram letais para todas as cepas estudadas mesmo

na auséncia da exposicdo a fonte emissora de luz.

Tabela 1. Efeito da terapia fotodinimica sobre a
cepa padrio de S. mutans (ATCC 25175).
TBO (ng.mL -1) Doses de luz (J.cm-2)

0 12 24 36 48

0 + o+ o+ o+ o+
0,25 + o+ o+ - -
2,5 + o+ - - -
25 - - - - -
250 - - - - -

TBO, azul de toluidina; + = crescimento de S. mutans; - inibigdo do
crescimento de S. mutans
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Tabela 2. Efeito da terapia fotodindmica sobre o
isolado clinico #1 de estreptococos.
TBO (ug.mL -1) Doses de luz (J.cm-2)

o 12 24 36 48

o + + + + +

0,25 + + + + -

2,5 + + - - -

25 - - - - -

250 - - - - -
TBO, azul de toluidina; + = crescimento de estreptococos; - = inibigdo

do crescimento de estreptococos

Tabela 3. Efeito da terapia fotodinidmica sobre o
isolado clinico #2 de estreptococos.
TBO (ug.mL -1) Doses de luz (J.cm-2)

o 12 24 36 48
o + + + + +
0,25 + + + + -
2,5 + + - - -
25 - - - - -
250 - - - - -
TBO, azul de toluidina; + = crescimento de estreptococos; - = inibigdo

do crescimento de estreptococos

As imagens de MCVL foram capazes de confirmar os achados do plaqueamento. A Figura 1
representa todas as situagdes que resultaram na eficacia da TFA de todos os microrganismos estudados
em que células coradas em vermelho indicaram fotoinativa¢do bacteriana (Grupo I: TFA). Por outro
lado a Figura 2 representa situa¢des em que as células emitiram fluorescéncia verde, demonstrando

viabilidade bacteriana para os grupos II, III e IV para as trés cepas estudadas.

Figura 1. Microscopia de varredura confocal a laser
representativa da efetividade da TFFA (fluorescéncia
vermelha) (Grupo I) de todos os trés microrganismos
estudados. Aumento de 63x/1.3 NA; zoom 3.
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Figura 2. Imagem de microscopia de varredura
confocal a laser representativa das células viaveis
(Grupos II, IIT e IV) (fluorescéncia verde) das trés
cepas estudadas Aumento de 63x/1.8 NA; zoom. 3

Discussio

Os resultados apresentados no presente estudo atestaram que a TFA pdde fotoinativar tanto a
cepa laboratorial de S. mutans quanto isolados clinicos de estreptococos, os quais demonstraram uma
maior resisténcia. Resultados similares foram reportados por estudos prévios [9,13,20,21]
corroborando com os resultados obtidos pelo presente estudo.

O sucesso da TFA mediada por TBO tem sido sugerida por alguns autores [247]. £ bem
conhecido que TBO é capaz de reduzir significantemente a contagem de UFC de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas no escuro [23,24"|. TBO difunde-se facilmente pela membrana plasmatica
devido ao seu alto coeficiente de permeabilidade trans-membrana, capacidade hidrofilica e baixo peso
molecular [25,277. Sendo assim, TBO se torna progressivamente mais concentrado dentro da célula,
contribuindo para sua toxicidade [23,257.

A fonte de luz usada nesse presente estudo ¢ formado por LEDs vermelhos. E um protétipo
(Biotable®) com um design em forma de caixa com superficies refletoras, em que 40 LEDs sdo
simetricamente alinhados em cinco linhas e oito colunas [17]. Diferentemente dos laseres, LEDs
podem ser produzidos de diferentes formas e tamanhos, permitindo sua aplicagdo simultidnea em
multiplas amostras. ~ Apresenta um baixo custo para sua produgido e baixo risco para olhos
desprotegidos. Ainda, estd sendo empregado na TIFA devido ao seu alto custo-beneficio [20,217].

A susceptibilidade das trés cepas a TFA foi estudada pela combinagdo de quarto concentragdes
de TBO e quatro doses de luz. Estudo demonstrou uma variagio na concentragio inibitéria minima
(MIC) da TFA para inativagio de especie de Enterococcus ssp. resistente a vancomicina pela combinagéo
de azul de metileno e luz branca [267]. Autores trataram S. mutans com diversas concentracoes de Rosa
Bengala (RB) (0-50uM) irradiada com um fotopolimerizador (400-500nm) por vérios periodos de
demonstrando que 0.1 uM de RB e tempo de iluminagdo por 30s atingiu um padrdo de dose
dependéncia, gerando mortalidade celular a 0,5uM de RB. Para corroborar com nossos achados, a

fotoinativagdo de uma cepa laboratorial de C. albicans foi alcangada quando da associagdo de 20uM de
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curcumina exposta a 5.28 Jem de uma fonte de luz azul [27] em que isolados clinicos de C. glabatra
and C. tropicalis foram fotoinativados quando expostos a uma densidade de energia trés vezes maior (18
J.cm2) na presenga de 40uM do mesmo fotossensibilizador [137.

O desenvolvimento de resisténcia a microrganismos a TTFA parece ndo ocorrer, ja que o oxigénio
singleto e radicais livres interagem com diferentes estruturas celulares e diferentes vias metabdlicas
[237. Além disso, longos tempos de fotoativagdo permitem uma auto-regulagdo de espécies de oxigénio
reativo (ROS) e, consequentemente, um aumento do stress oxidativo para os microrganismos. A
aplicag¢do da TFA, portanto, apresenta um considerdvel impacto na inativagdo de patégenos bucais.
Este método alternativo pode substituir terapias antibidticas para o controle de doencas bacterianas
[237.

O efeito letal da TFA ¢é, em parte, explicado pela geracdo de ROS e sua interagio entre as
estruturas dos microrganismos. Embora aspectos relacionados aos fotossensibilizadores (ex. tipo, carga
e concentragdo), microrganismo estudado (ex. fungos, bactérias, virus), sua organizagdo (ex. suspensdo
ou biofilmes), pardmetros da luz utilizada (ex. dosimetria, intensidade de poténcia e tipo de
fornecimento — pulsada ou continua) sdo aspectos basicos que contribuem para a efetividade da TFA.
Variabilidades fenotipicas e genotipicas de cepas distintas podem explicar a maior resisténcia de
estreptococos a TI'A. 8. mutans desenvolveram diferentes vias especializadas para regular a expressio
génica, secregdo de proteinas e a biogénese da superficie celular em resposta ao processo de 6xido-
redugdo [287. O comportamento de S. mutans na presenga de oxigénio é amplamente influenciada
pelos sensores VicK kinase de dois sistemas-componente fzpo CovRS (TCS) e pela via AtlA autolisina,
que tem maior participagdo na modulagdo da composi¢io da superficie celular [287.

A aplicabilidade clinica deste modo coadjuvante de abordagem da carie dentéria pode ser baseado
na diminui¢do do niimero de microrganismos cariogénicos por meio da iluminagdo de toda cavidade
bucal previamente corada com fotossensibilizadores especificos para cada tipo de fonte emissora de luz
(prevengido da carie dentéria) (297 e ap6s remogdo do tecido cariado em que a cavidade é totalmente
corada e posteriormente iluminada para uma maior seguranga quanto aos microrganismos
sobreviventes naquele ambiente [307.

Embora apenas células coradas e posteriormente iluminadas com comprimentos de onda
adequados possam ser beneficiados com o papel inativador desta terapia, estudos posteriores devem ser
realizados de modo a averiguar o papel que o TBO teria sobre outros tipos celulares quanto a
modificagdo da homeostase da cavidade bucal, assim como o papel da TFA sobre células do tecido
gengival (queratindcitos) em relagdo a possivel toxicidade desse método alternativo do controle da
cérie dentdria [26].

Embora o presente estudo demonstrou sucesso na aplicagio da TFA exercendo efeito
antimicrobiano em cepas clinicas e laboratorial do grupo estreptococos, a aplicagdo nio simula as
condigdes encontradas no ambiente bucal (biofilmes). Ainda, o ntimero limitado de amostras clinicas

(embora o principal objetivo fosse demonstrar a eficicia fotodinamica) representem limitagdes desse
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estudo. Embora, mesmo com essas dificuldades, inerentes a estudos zn vitro, a presente pesquisa foi

capaz de atingir os objetivos propostos.

Conclusio

Esta investigag¢do indicou que a TI'A mediada por TBO foi capaz de fotoinativar cepa padrio de
S. mutans e dois isolados clinicos de estreptococos, embora ligeiras variagoes foram observadas entre
as cepas estudadas. Mais estudos sdo necessdrios para elucidar o papel de sistemas de stress anti-
oxidativos na protegio de isolados clinicos quando da aplicagdo da TFA. Adicionalmente, a eficicia da
TFA sobre formas de biofilmes de estreptococos de diferentes doadores deve ser investigado

objetivando elucidar o papel dessa abordagem alternativa, objetivando sua aplicabilidade clinica.
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Abstract

Purpose: To investigate the sensibility of laboratory strains of Streptococcus mutans (S. mutans)
and two clinical isolates of streptococci group to photodynamic antimicrobial chemotherapy
(PACT). Method: Toluidine blue (TBO) and light emitting diodes (LEDs) in the red
wavelenght (600 — 700 nm) were combined aiming to kill planktonic cells of a laboratorial
strain of .S. mutans (ATCC 25175) and two clinical isolates. Microorganisms grew in brain
heart infusion (BHI) in microaerophilic conditions at 37°C for 24 h. Subsequently, suspensions
were transferred to a 96-well microtiter plate and treated with combination of four different
TBO concentrations and four light dosages. Control groups were non-treated or treated with
TBO or red LED alone. The eftectiveness of PACT was evaluated by plating and confocal laser
scanning microscopy (CLSM). Results: The antimicrobial effect of PACT was observed in the
presence of TBO with the increased values of ligh dosages. A similar antibacterial result was
observed for both clinical isolates (2.5 pg.mL-' TBO and 24 J.cm? LED), whereas the
combination of 0.25 ug.mL-' TBO and 386 J.cm? LED was eftective for inactivatation of
laboratory . mutans strain. Conclusion: Although slight variations were observed between
different strains, PACT was effective in photoinactivation of all studied S. mutans planktonic
cells.

Descriptors: Dental caries. Photochemotherapy. Streptococcus mutans.
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