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RESUMO

A doenca periodontal é um problema de saude publica e tem maior incidéncia
na populagdo adulta, podendo levar a perda da denticdo. Seu tratamento é a
eliminagdo de patdgenos presentes na bolsa periodontal. A terapia fotodindmica
antimicrobiana (aPDT) vem sendo estudada como auxiliar neste tratamento, porém
no ambiente bucal, os efeitos fotoquimicos encontram desafios como a dimerizacéo
do fotossensibilizador (FS). O uso de dodecil sulfato de sodio (SDS) produz a
desagregacao quimica do FS e vem se mostrando como alternativa para aPDT. O
objetivo deste estudo foi investigar o efeito da aPDT mediada por azul de metileno
(AM) em um patégeno periodontal em veiculo com SDS. Foi avaliado o
comportamento da aPDT mediada por azul de metileno (AM) em solugéo tamponada
com fosfato (PBS) e em veiculo surfactante (SDS) a 0,25%. Para tanto, in6culo de
cepa pura de A. actinomycetemcomitans ATCC 29523 foi crescida de estoques em
agar de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a 37°C em atmosfera de microaerofilia. A
aPDT foi realizada com laser diodo (Photon Lase Ill, DMC, S&o Carlos, Brasil) com
comprimento de onda de 660 nm, poténcia de saida de 100 mW, irradiacdo do poco
de 250 mW/cm?, energia de 6,18 e 30 J correspondente aos tempos de 60, 180 e 300s
e exposicdo radiante de 15, 45, 75 J/cm?, respectivamente. Foi avaliado a morte
microbiana por contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC); a incorporagao
de FS pelas bactérias foi avaliada por espectroscopia de absorcado Optica do
sobrenadante; bem como a morfologia de micro-organismos foi investigada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados indicaram que a aPDT com
AM em PBS levou a reducao 4,8 logs (ordens de grandeza) de morte bacteriana,
porém, a associacdo com SDS diminuiu o efeito da aPDT consideravelmente para
1,45 logs. A presenca de SDS 0,25% nesta bactéria provocou uma reducéo de 80%
na incorporacdo de AM, e as imagens de MEV indicam que aglomerados de
susbstancias extracelulares sdo formadas em contato com SDS. Conclui-se que a
aPDT em SDS a 0,25% impediu a acéo fotodinamica em A. actinomycetemcomitans;
0 mesmo em contato com este periodontopatégeno, impediu a entrada do FS na
bactéria.

Palavras-chave: aPDT, azul de metileno, doenca periodontal, Resisténcia microbiana,
Quimioterapia fotodinamica antimicrobiana (PACT).



ABSTRACT

Periodontal disease is a public health problem and has a higher incidence in the adult
population, which can lead to loss of teeth. Its treatment is the elimination of pathogens
present in the periodontal pocket. Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) has
been studied as an aid in this treatment, but in the oral environment, the photochemical
effects encounter challenges such as dimming the photosensitizer (FS). The use of
sodium dodecyl sulfate (SDS) produces the chemical breakdown of FS and has been
shown as an alternative to PDT. The aim of this study was to investigate the effect of
aPDT mediated by methylene blue (AM) on a periodontal pathogen in a vehicle with
SDS. The behavior of aPDT mediated by methylene blue (AM) in phosphate buffered
solution (PBS) and 0.25% surfactant vehicle (SDS) was evaluated. For this purpose,
inoculum of pure strain of A. actinomycetemcomitans ATCC 29523 was grown from
stocks in brain and heart infusion agar (BHI) at 37 ° C in a microaerophilic environment.
The aPDT was performed with a diode laser (Photon Lase Ill, DMC, S&o Carlos, Brazil)
with a wavelength of 660 nm, output power of 100 mW, well irradiation of 250 mW /
cm2, energy of 6.18 and 30 J corresponding to the times of 60, 180 and 300s and
radiant exposure of 15, 45, 75 J / cm2, respectively. Microbial death was evaluated by
counting colony-forming units (CFU); the incorporation of FS by the bacteria was
evaluated by optical absorption spectroscopy of the supernatant; as well as the
morphology of microorganisms was investigated by scanning electron microscopy
(SEM). The results indicated that aPDT with AM in PBS reduced 4.8 logs of bacterial
death, however, the association with SDS reduced the effect of aPDT considerably, by
1.45 logs. The presence of 0.25% SDS in this bacterium caused an 80% reduction in
the incorporation of AM, and the SEM images indicate that clusters of extracellular
substances are formed in contact with SDS. It was concluded that aPDT in 0.25% SDS
was ineffective in A. actinomycetemcomitans; the same in contact with this
periodontopathogen, prevented the entry of FS in the bacteria.

Key words: Surfactant vehicle, SDS, microbial resistance, periodontopathogens,
photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT), antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT), periodontal disease
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1.CONTEXTUALIZACAO
1.1 A DOENCA PERIODONTAL

Antes de se definir a doenca periodontal deve-se ter uma definicdo do que é a
saude de uma maneira geral. Saude € um estado de completo bem-estar social, fisico
e mental e ndo somente a auséncia de doenca ou enfermidade. Com embasamento
nessa definicdo da Organizacdo Mundial de saude (OMS, 1948) de Chapple e
colaboradores em 2018 (1), concluiram que a saude periodontal deve ser definida
como um estado isento de inflamacdo nos tecidos periodontais de protecdo e
sustentacdo. A periodontite € uma doenca inflamatdria de origem bacteriana. A
presenca da doenca periodontal; como a gengivite e periodontite; acontecem pela
presenca do fator de risco: o biofilme. Além disso, a saude periodontal clinica abrange
a vigilancia imunoldgica fisiolégica envolvendo niveis de marcadores bioldgicos e
inflamatorios compativeis com a homeostase. (1).

Existe um estagio de inflamacdo gengival que é condizente com a salde
periodontal clinica, conhecido como leséo inicial periodontal, onde néo se apresentam
sinais clinicos da doenca, porém ja existem alteracfes histologicas, com reacao
imunoldgica, manifestando-se como um infiltrado predominantemente de neutrofilos,
que é consistente a saude gengival clinica, isto €, sem sinais de inflamacéo e
sangramento gengival (1,2).

A salde gengival clinica apGs o tratamento da gengivite em um periodonto intacto
caracteriza-se pela auséncia de sangramento a sondagem, eritema e edema e sem
perda do periodonto de sustentacéo (0sso alveolar, ligamento periodontal e cemento
radicular). A saude gengival clinica em um periodonto reduzido € caracterizada por
auséncia de sangramento a sondagem e bolsas periodontais, porém com uma perda
de insercdo, normalmente encontrada na periodontite tratada com sucesso, porém,
estes individuos ainda permanecerdo com risco aumentado de progressao recorrente
de periodontite (3).

A transicdo da saude periodontal para a gengivite (doenca periodontal que
acomete o periodonto de protecdo: gengiva), ainda é reversivel; apés a remoc¢éo do
calculo associado ao biofilme com o tratamento periodontal convencional (raspagem
e alisamento radicular) que tem como objetivo a interrupcéo da progresséo da doenca
periodontal. A transicdo para uma periodontite, j& resulta em perda do periodonto de

sustentacao: osso alveolar, ligamento periodontal e cemento radicular; caracterizada
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pela migracdo apical do epitélio juncional (epitélio juncional faz adesédo a superficie
dental pelos hemidesmossomos mantendo a integridade do sulco clinico); que é
irreversivel. A terapéutica periodontal ideal pode restaurar a saude gengival em um
periodonto reduzido (periodonto que ja apresenta perda de insercdo, mas nao
apresenta doenca ativa), e pode reduzir a inflamacdo em bolsas periodontais
profundas, com controle microbiano eficiente e incluséo do paciente em programas de
manutenc¢ao e suporte de terapia periodontal conforme pode ser visualizado na Figura
1.

PACIENTE COM PACIENTE COM PACIENTE COM
DOENCA GENGIVITE PERIODONTITE

TERAPIA PERIODONTAL

DOENCA
PERIODONTAL
CONTROLADA

CASO INSTAVEL DE
PERIODONTITE
RECORRENTE

Figura 1 — Figura modificada de (Chapple et al., 2018)(1)

A periodontite € uma doenca inflamatdria dos tecidos de protecéo e suporte dos
dentes, sendo induzida por micro-organismos especificos e influenciada pela resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro. O objetivo do tratamento periodontal € eliminar
depdsitos bacterianos removendo o biofilme supra e subgengival e,
consequentemente, reduzindo a resposta inflamatéria excessiva. Esse tratamento é
realizado por métodos mecéanicos de raspagem e alisamento radicular, que resultam
em melhora clinica significativa na maioria dos casos. No entanto, pode ser necessario
usar antibiéticos, especialmente em infec¢cbes periodontais mais graves (2). O uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos pode causar efeitos adversos e levar ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Assim, ha interesse global no
desenvolvimento de outras formas de tratamento, e a terapia fotodinamica

antimicrobiana (aPDT) surge como uma alternativa ao uso de antimicrobianos (4,5).
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1.2 A CLASSIFICACAO DAS DOENCAS PERIODONTAIS

7

A periodontite é caracterizada por uma associacdo microbioldégica com
inflamac&o; que resulta em perda do periodonto de insercdo. A patogénese da doencga
tem sido caracterizada em suas principais vias moleculares levando a ativacédo de
proteinases do hospedeiro que permitem a perda das fibras do ligamento periodontal
marginal, com a migracdo apical do epitélio juncional, o que permite a disseminacéo
apical de bactérias com o biofilme ao longo da superficie radicular. A formacéo de
biofilme bacteriano desencadeia a inflamacéo gengival; na periodontite se caracteriza
com a progressao da doenca. A coagregacao bacteriana ao biofilme, juntamente com
a resposta imunoinflamatoria do individuo acarretando a destruicdo ndo somente dos
tecidos de protecdo, mas também para os tecidos de sustentacdo. Evidéncias atuais
apoiam influéncias de doencas multifatoriais, como o tabagismo, em multiplas
respostas imunoinflamatorias que alteram o biofilme, tornando-o disbiotico; alterando
0 microbioma em resposta a produtos de degradacao inflamatoria e tecidual, os quais
enriquecem algumas espécies bacterianas presentes no biofilme; dentro da bolsa e
sulco gengival. Nas ultimas décadas, as tentativas de classifica¢cdes da periodontite,
apresentaram diferentes versdes, em casos variados, que representam diferentes
doencas ou apenas variacdes de uma Unica doenca e associado ao acumulo e
persisténcia do biofilme (2,6-8).

O biofilme se forma em superficies lisas ndo descamativas, por fases de
adesdo, coagregacdao/colonizacdo e maturacdo; formando populacées microbianas
matriciais, aderentes entre si e / ou a superficies ou interfaces (3). A capacidade de
se conectar e se fixar em uma superficie, é a estratégia fundamental de sobrevivéncia
para a maioria dos organismos procarioticos. A compreensdo dos biofilmes foi
avancando ao longo das ultimas décadas pela aplicacdo de novas técnicas de
deteccdo e visualizacdo n&o invasivas (por exemplo, microscopia confocal de
varredura a laser), mostrando que biofilmes sédo altamente estruturados com canais
gue atravessam a sua profundidade, formando sistemas circulatorios primitivos
chamados canais de agua (9).

As espécies estdo organizadas espacialmente e funcionalmente, e muitos
biofilmes naturais tém uma alta microbiota diversificada. A expressao génica pode se
alterar acentuadamente quando as células formam um biofilme, resultando em muitos

organismos tendo um fendtipo radicalmente diferente apds a adesdo em uma
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superficie, e estdo envolvidos em uma ampla gama de interacbes metabdlicas e
moleculares. As bactérias em biofilmes s&o mais tolerantes aos agentes
antimicrobianos e mais resistentes (10).

Segundo a nova classificacdo das doencas periodontais, a Periodontite é
caracterizada pela perda de insercéo, ou seja, ha reabsorcéo do osso alveolar, perda
das fibras do ligamento periodontal e colonizagdo microbiana na superficie radicular.
O principal fator responséavel pela Periodontite é a associa¢do entre bactérias Gram-
negativas anaerdbias estritas no interior da bolsa periodontal. Também apresenta
inflamac&o no tecido conjuntivo gengival, com predominio de plasmacitos e linfocitos,
ocorrendo o aumento das citocinas pro-inflamatérias no local, contribuindo para a
destruicdo e desorganizacao tecidual. Assim, nutricdo do epitélio gengival também
fica comprometida, pois é garantida pelo tecido conjuntivo. Desta forma, células do
epitélio juncional se proliferam e migram em direcdo apical, principal caracteristica da

formacéo de bolsas periodontais (2).

1.3. TRATAMENTO DA PERIODONTITE

Embora alguns levantamentos epidemiol6gicos mostraram um declinio na
prevaléncia de formas mais graves de doencas periodontais, outras pesquisas,
usando um diagndstico mais rigoroso em critérios, indicam que ainda existe a
prevaléncia das formas mais leves e moderadas das doencas periodontais. No
tratamento destes casos; os procedimentos envolvem etapas de diagndstico, e
posteriormente a remocao do biofilme e calculo associado a biofilme seguido por
controle e manutencdo; com o controle dos agentes etioldgicos e fatores de risco,
Baseado em desfechos clinicos com abordagens de tratamento n&o cirdrgico ; com a
raspagem e alisamento corono-radicular com instrumentos manuais e ultrassénicos,
gue além da remocéao de depdsitos de biofilme, contribui para reducédo e modificacéo
dos periodontopatdégenos colonizadores do biofilme. Vale ressaltar que a adesao e
contribuicdo do paciente € de extrema importancia no controle da estabilidade de
saude nos tecidos periodontais. A interrupcdo da progresséo da doenca periodontal
esta intimamente correlacionada com o controle do biofilme com a remoc¢ao mecéanica
diaria (controle mecéanico do biofilme por correta remocéo a escovacao), este entédo
nao ird acumular e dificultara a coagregacdo e colonizacdo de espécies mais
periodontopatogénicas, ndo induzindo resposta inflamatéria relacionada a doenca

periodontal. O uso dos lasers para o tratamento periodontal em terapias nao invasivas,
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como um tratamento coadjuvante a terapia mecanica de remocao dos depdsitos de
biofilme, vem apresentando evidéncias para a eficacia destas abordagens, (11).
Frequentemente, a infeccdo por periodontopatdgenos ndo € extinta somente
pela raspagem e alisamento corono-radicular: terapia periodontal ndo cirdrgica para
controle e interrupcdo da progressdao da doenca periodontal. A presenca de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis, micro-
organismos com alto fator de viruléncia e grande capacidade de invaséo tecidual s&o
presentes nas doencas periodontais. Essas bactérias quando estdo presentes em
locais de dificil acesso para a remocao dos depdsitos bacterianos, principalmente em
bolsas periodontais mais profundas, a persisténcia desses patdégenos na superficie
radicular podem originar uma recoloniza¢do, mesmo em sitios ja instrumentados, que

levam a um resultado negativo na reavaliacdo e recidiva da doenca periodontal. (12).
1.4. Terapia fotodinamica antimicrobiana

A terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT — do inglés antimicrobial
photodynamic therapy) envolve o uso de um fotossensibilizador (FS) que € ativado
pela luz em um comprimento de onda ressonante. Esses fenbmenos povoam o estado
tripleto do fotossensibilizador (FS), que neste momento pode transferir energia para o
oxigénio do meio e resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
como oxigénio singleto, anion superoxido, radical hidroxila e hidrogénio. Esses EROs
podem danificar proteinas, lipidios, acidos nucléicos e outros componentes celulares
(11,12). AaPDT é uma modalidade nédo invasiva de tratamento e pode ser usado como
adjuvante no tratamento da periodontite. Para o tratamento periodontal, o FS liga-se
as células do biofilme bucal e, quando ativado pela luz, promove a desorganizacéo
fisica do biofilme e a morte de micro-organismos pela formacao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e outros fatores, como a presenca de um alto nivel de atividade

metabdlica (13) onde pode ser representado pelo diagrama de Jablonski na Figura 2.
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Figura 2 - Representacédo do diagrama de Jablonski. O fotossensibilizador (FS) absorve um
féton de luz e passa do estado fundamental singlete para o estado excitado singlete. Nesse
estado o FS pode regressar para o estado fundamental por emissao de fluorescéncia

€ TETEDICLIT

Os efeitos da aPDT na doenca periodontal foram investigados como um
tratamento adjuvante da periodontite e uma classe de fotossensibilizadores
frequentemente utilizados; os corantes azuis da familia das fenotiazinas, entre os
quais: azul de toluidina e o azul de metileno. As fenotiazinas sdo moléculas triciclicas
planas que possuem um atomo de nitrogénio quaternario e possuem fototoxicidade
eficiente contra varios micro-organismos. Atualmente, as fenotiazinas representam os
anicos fotossensibilizadores empregados clinicamente no tratamento antimicrobiano.
Em um estudo in vitro realizado por Alvarenga e colaboradores em 2015 (13) a aPDT
mediado por 100 yM de azul de metileno e irradiagcao a laser emitindo 660 nm com
100 mW de poténcia em um biofime in vitro de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, um patdégeno fortemente associado a doenca periodontal.
Trés tempos de irradiacdo de 1, 3 e 5 min foram testados. Os resultados do estudo
indicam que o tempo de irradiagdo impacta na morte celular, e o melhor resultado foi
encontrado apos 5 min de irradiacdo, no qual uma reducéo bacteriana de 99,85% foi
alcancada (12,13).

Apesar dos bons resultados da aPDT in vitro (4,13) e do modelo animal (14), o
uso da aPDT como um complemento ao tratamento periodontal em estudos clinicos
tem se mostrado menos significativo. Essa falta de consenso clinico pode ser atribuida
a caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas relacionadas ao uso clinico da aPDT.

Os parametros de irradiacdo e o comportamento do fotossensibilizador no meio bucal
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sdo extremamente importantes para se obter efeitos fotoquimicos e consequente
morte microbiana. E importante notar que a toxicidade celular ocorre somente quando
0 espectro de absor¢do do FS e a radiacado emitida sdo compativeis. O comprimento
de onda e a intensidade da luz, o tempo de exposi¢céo e a capacidade de absor¢éo do
FS determinam os resultados. A eficacia do tratamento depende da otimizacdo de um
grande numero de parametros (15), portanto, € necessario estudar novos
fotossensibilizadores com maior estabilidade para melhor dosimetria, pensando em

mimetizar com a clinica do tratamento periodontal nao cirdrgico.
1.5 Azul de Metileno em Veiculo Surfactante

Os corantes metacromaticos sao capazes de controlar sua agregacao
ocorrendo uma mudanca na sua coloragdo. Os mais utilizados na odontologia sao os
corantes basicos ou catidnicos, sendo eles o0 azul de toluidina e o azul de metileno. A
metacromasia é um fenémeno pelo qual um corante pode absorver luz em diferentes
comprimentos de onda, dependendo de sua concentracdo e meio ambiente. O
corante, que exibe esse fenbmeno sem alterar sua estrutura quimica, é dito ser
metacromatico. Quando os tecidos sdo corados com uma solucdo corante basica
concentrada, as moléculas do corante ligadas sédo suficientemente proximas para
formar agregados diméricos e poliméricos. Em uma solucéo diluida as fenotiazinas
sdo monoméricos e exibem uma cor azul. Em uma solucdo concentrada ou
hipertbnica, as moléculas do corante polimerizaram e exibem a metacromasia,
ocorrendo uma mudanca de cor (16).

Autores sugerem que o uso do azul de metileno (AM) em uma solucéo de etanol
ou de ureia sdo mais efetivos na morte microbiana do que quando dissolvidos em
agua. Foi constatado que a utilizacao de outras moléculas, como dodecil sulfato de
sédio (SDS) pode controlar a agregacdo do AM, resultando em um aumento na
guantidade de monémeros e uma diminuicdo de dimeros na solucao, através de um
aumento na interacao eletrostética e hidrofébica entre as suas moléculas. A aplicacao
do AM em uma solugdo de SDS (veiculo surfactante) em uma concentragédo de 0,25%,
apresentou uma redugéo microbiana aumentada quando utilizado na aPDT contra a
Candida albicans comparado com a utilizagédo do AM sem SDS. Este estudo constatou
gue na forma de mondémeros, o0 AM era mais efetivo como fotossensibilizador e que
as reacdes do Tipo Il (através do oxigénio singlete) foram o0s mecanismos

fotoquimicos que induziram C. albicans a uma morte mais eficientemente (17-19).
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Em um estudo in vitro realizado; foi utlizado o SDS vinculado ao
fotossensibilzador azul de metileno com o intuito de aumentar a morte microbiana de
A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis quando comparado com o azul de metileno
em PBS, pois este veiculo possui um efeito de dissolucdo de parede bacteriana e é
capaz de diminuir a agregacdo molecular do fotossensibilizador, aumentando a
quantidade de monémeros e diminuindo a quantidade de dimeros, onde foi
encontrado a melhor eficacia da aPDT somente em P. gingivalis , quando associado
FS ao veiculo surfactante SDS, surgindo a hipotese de que a presenca de SDS a
0,25% pode levar a respostas diferentes, dependendo do comportamento metabdlico
de cada espécie microbiana(20).

Diante desses achados, é necesséario o desenvolvimento de formulacfes para
aplicacoes clinicas que podem controlar a agregacao de AM e, consequentemente,

melhorar protocolos clinicos tornando-os mais eficientes (17).
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais:

7z

O objetivo deste estudo é investigar o efeito da Terapia Fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) mediada por azul de metileno na inativacdo de micro-
organismos periodontopatogénicos in vitro mimetizando o tratamento clinico néo

cirtrgico da doencga periodontal.
2.2- Objetivos especificos:

e Avaliar a atividade antimicrobiana em bactéria periodontopatogénica na
presenca e auséncia de SDS;

e Auvaliar o efeito do SDS na incorporacdo de azul de metileno pela célula
de A. actinomycetemcomitans;

e Avaliar morfologicamente a ultraestrutura de A. actinomycetemcomitans

submetidos a aPDT na presenca ou auséncia de SDS.
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3. METODOS

Foram obtidas cepas padrdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(ATCC 29523) cultivadas em microaerofilia e em meio caldo infusdo de cérebro e
coracao (BHI- Neogen-Acumedia, Michigan) e incubadas a 37°C por um periodo de
48 h. Para o crescimento bacteriano, foi utilizada uma estufa bacteriolégica e a
atmosfera de 5-10% CO: e foi induzida pela técnica da chama de vela. Uma vela foi
fixada na parede inferior de um recipiente hermeticamente fechado e a vela foi entdo
acesa. A chama foi observada até sua extingdo. O mecanismo de funcionamento
deste sistema consiste na queima do oxigénio (O2) pela chama, transformando em
diéxido de carbono (CO2).

3.1 Preparo do in6culo e corante fotossensivel

Um tubo falcon (FO) contendo a suspenséao bacteriana foi levado a centrifuga
por 3min em 2800 RPM. Em seguida foi retirado o liquido sobrenadante e entdo
adicionado 8mL de solucao salina fosfatada tamponada estéril (PBS) em pH 7,2, foi
colocado em vortex para homogeneizacdo do contetdo. Num outro tubo falcon (F1)
foi adicionado 8mL de PBS e 500 pL do conteudo de FO para que haja menor
concentracdo de bactérias que, por sua vez, permitira maior controle do experimento
e as suspensdes de células resultaram em uma concentracdo de aproximadamente
2x108 UFC/mL (escala 2 de Macfarland). O tubo foi levado ao vértex por 10 s para
suspensao bacteriana ficar homogénea.

Foi utilizado como fotossensibilizador azul de metileno na concentracgéo final de
100 uM.

Figura 3: Representacao dos indculos experimentais em relagédo ao fotossensibilizador usado
nos experimentos. EO representa a solugdo mae de FS (100 vezes concentrado); E1
representa a suspensao microbiana testada; E2 representa a suspensao microbiana corada
com FS — Fonte: Bianca A. Godoy-Miranda

EO E1 E2
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3.2 Avaliacdo microbiolégica

As amostras foram utilizadas para determinacdo das UFC’s (Unidades
Formadoras de Col6nia). Cada tubo com 1 mL BHI foi agitado em vortex e passou por
diluicdo seriada de 10! a 10 vezes a concentragdo original ilustrado na Figura 5.
Aliquotas de 10 pL em 6 diluicdes foram semeadas em forma de estrias sobre
superficie de Brain Heart infusion Agar (BHI agar) em placas de Petri. As placas foram
incubadas a 37°C por um periodo de até 48-72 horas em condi¢cdes de anaerobiose
para avaliacdo de bactérias totais recuperadas. Apds este periodo foi realizada a

contagem das UFC’s e os dados foram submetidos a analise estatistica.
3.3 Fonte de irradiagcéo
A fonte de luz utilizada foi laser de diodo (Photon Lase Ill, DMC, Séo Carlos,

Brasil) nos parametros descritos a seguir:

Tabela 1 Dosimetria da fonte de luz laser que sera utilizada nos experimentos

Parametros Laser
Comprimento de onda (nm) 660+2
Modo de operagéo Continuo
Poténcia radiante (mW) 100
Area do feixe (cm?) 0,4
Diametro do feixe (cm) 2,24
Irradiancia (mW/cm?) 250
Tempo de exposic¢ao (s) 60, 180, 300
Tempo de pré-irradiagdo (s) 60
Exposicéo radiante (J/cm?) 15,45,75
Energia radiante (J) 6, 18, 30

3.1 Grupos amostrais

Amostras de in6culos de A. actinomycetemcomitans com e sem SDS (dodecil
sulfato de sédio) foram usados em cada um dos grupos, sendo eles o grupo controle
(C); grupo luz (L) que corresponde a irradiagdo maxima de laser por 5 minutos; grupo
fotossensibilizador (FS) sem irradiacdo; e os grupos aPDT com diferentes tempos de
irradiacéo (aPDT1) com 1 minuto de irradiagéo; (aPDT3) com 3 minutos de irradiacéo

e (aPDT5) com 5 minutos de irradiacdo (de acordo com Tabela 2 e Figura 4).
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Tabela 2 Grupos experimentais

Sigla Grupo Descrigao

C Controle Micro-organismos em PBS pelo tempo total do
experimento.

L Luz Micro-organismos em PBS irradiados por 5 min

FS Fotossensibilizador Micro-organismos em PBS e FS sem irradiacéo

aPDT1 aPDT 1 min Micro-organismos corados com FS durante 1 min e

aPDT3 aPDT 3 min posteriormente irradiados pelo tempo indicado de 1, 3 ou

aPDT5 aPDT 5 min 5 min.

O inéculo de A. actinomycetemcomitans ATCC 29523 foi utilizado em dois
grupos experimentais, o grupo PBS e o grupo SDS. Dentro destes grupos, temos 6
subgrupos, o grupo controle, grupo laser (irradiacdo com laser durante 5 min), grupo
fotossensibilizador (FS) sem irradiacéo, e grupo aPDT com FS e irradiacbes de 1, 3 e
5 min.(17).

Figura 4 Fluxograma dos grupos experimentais. (PBS) representa solucéo salina tamponada
com fosfato, (SDS) representa dodecil sulfato de sédio a 0,25%,(L) representa o grupo laser
com irradiacdo de 5 min, (FS) representa o grupo fotossensibilizador que ndo recebe
irradiagdo, (aPDT1) representa o grupo quimioterapia fotodindmica antimicrobiana com
irradiagédo de 1 min, (aPDT3) representa o grupo quimioterapia fotodinamica antimicrobiana
com irradiagdo de 3 min, (aPDT5) o grupo quimioterapia fotodinAmica antimicrobiana com

irradiagéo de 5 min.
A. actinomycetencomitans

v [ Jusen [

Co
=R

Esse experimento foi realizado 3 vezes para A. actinomycetemcomitans.

i D
PACT 3

PACT 5

Figura 5 Representacdo esquematica das placas de 96 pocos, onde a primeira (superior)
representa a homogeneizacao dos indculos com AM+PBS(em azul) e AM+SDS(em verde); e
irradiacdo dos grupos, e na placa de 96 pocos inferior representa da diluicdo seriada (de 10%
a 10 dos grupos experimentais. FONTE: Bianca A. Godoy-Miranda
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3.5 Incorporacao de fotossensibilizador

ApOs os periodos de incubacdo com o fotossensibilizador, as amostras de A.
actinomycetemcomitans foram centrifugadas (4000 x) e o sobrenadante foi utilizado
para leitura em espectroscopia O6ptica para quantificacdo da porcentagem de
incorporacao do fotossensibilizador. Foi lido espectro eletromagnético com intervalos
de 1 em 1 nm no intervalo de 500 a 800 nm. As amostras originais que entraram em
contato com as bactérias foram diluidas na proporc¢ao ¥ em SDS 0,5% para calibracéo
e leitura no espectrofotdbmetro (UV-800, SHIMADZU). O SDS neste caso auxilia na
monomerizacdo do AM para manter a quantificagdo com acuracia em 660 nm. Para
quantificacdo da porcentagem de incorporacédo, os valores de absor¢cdo em 660 nm
foram gravados e subtraidos da absor¢cdo de uma amostra nas mesmas condicdes,
porém sem bactérias (grupo controle). Com a diferenca entre amostra e controle foi

calculado a porcentagem de incorporacao de AM em cada grupo.
3.6 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

Em uma membrana de silicone de 1mm de diametro, foi cultivado A.
actinomycetemcomitans ATCC 29523 por 48 horas em meio BHI, em 37° C.
Apos o crescimento do in6culo, as membranas foram colocadas em uma placa

de 24 pocos, em cada grupo (Controle, PDT, Controle em meio SDS e PDT em meio
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SDS), lavando previamente 2x em 2 ml de PBS. Nos dois grupos PDT, foi irradiado
por tempo méximo de 5 minutos. Para fixacéo, foi colocado em 900 mL de PBS e 100
mL de Solucdo de Glutaraldeido a 2,5% (Greentec, lote: 5106) por 1 hora e apds em
Alcool 70% (Alcool etilico absoluto, Syntth —lote. 161665/P.A.-A.C.S.- CH3CH20H)
por mais 1 hora.(21,22)

Para realizacdo do MEV (MEV FEI Quanta 250), o inéculo em membrana foi

fixado ao stub e foi metalizado (Sputtering Leica ACE200).
3.7 Analise estatistica

Foi verificada a distribuicio dos dados dentro de cada grupo e a
homogeneidade das variancias. De posse desta informacédo, o teste estatistico mais
adequado em cada experimento foi utilizado.

Para a quantificacdo de inativacdo microbiana pela contagem de UFC/mL o
teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado e posteriormente empregou-se Anova de
uma via. Para comparacao entre os grupos, foi utilizado o teste de Tukey. Grupos
foram considerados diferentes quando p<0,05.

A incorporacdo de fotossensibilizadores foi quantificada com a diferenca da
absorcdo em 660 nm das amostras de azul de metileno, AM em SDS, bactérias em
AM, e bactérias em AM com SDS. Foi calculada a porcentagem de incorporagao
dividindo a diferenca de absorcdo pelo valor do seu controle. Os dados foram
coletados em triplicata e a normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
(K -S). Como os dados apresentaram distribuicdo normal, o Teste-t para par de médias

foi utilizado, considerando-se diferencas significantes entre os grupos se p<0,05.
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4 RESULTADOS

As andlises de morte microbiana evidenciaram que 0s grupos controle,
irradiacéo laser e AM sem irradiacdo apresentaram crescimento microbiano similar
entre eles (p>0,05) e o grupo controle apresentou média de 8,29 logio (UFC/mL).
Esses achados mostram auséncia de efeito apenas da irradiacdo ou de incubacéo de
AM no escuro por até 10 min. No decorrer do texto, os grupos onde foi aplicada aPDT
serdo comparados ao grupo controle sempre que o valor de (p) for indicado. No
entanto, o0 comportamento estatistico dos dados mostrou que sempre que um grupo
aPDT foi diferente do controle, ele também apresentava diferencas similares ao grupo
irradiacdo laser e ao grupo AM sem irradiacéo.

Ao iniciar a irradiacdo das bactérias coradas, foi possivel observar reducéo de
1,7 logs apés 1 min (aPDT AM 1min = 6,6 logio UFC/mL) (p=6,36x10°). Em
continuidade com a irradia¢do, o grupo 3 min apresentou reducdo microbiana de 3,48
logs (p=2,72x10%8) e o grupo 5 min 4,76 logs (p=3,94x10-8). E valido ressaltar que o
tempo de irradiacdo foi importante para aumento da morte microbiana. O grupo
irradiado por 1 min apresentou menor morte do que o irradiado por 3 min (p=2x107°) e
0 grupo 3 min também apresentou menor morte do que o irradiado por 5 min
(p=0,004). As comparacdes podem ser observadas na Tabela 3.

Com outra perspectiva, os grupos testados com veiculo de SDS 0,25% em PBS
apresentaram toxicidade expressiva em relacéo ao grupo sem SDS. Os controles sem
irradiacdo ou FS mostraram que apenas o SDS em contato com as A.
actinomycetemcomitans reduziu a viabilidade celular em 2,94 logs (p=2,2x10%). Os
grupos controle, laser e AM sem irradiacdo ndo apresentaram reducao entre si
(p>0,05). Contudo, a presenca de SDS diminuiu o efeito fotodinAmico neste micro-
organismo. As amostras irradiadas por 1 e 3 minutos também nao apresentaram
diferencas entre si ou para o grupo controle (p>0,05). Apenas o0 grupo com 5 minutos
de irradiacdo apresentou uma discreta alteracdo no numero de micro-organismos,
com reducéao de 1,45 logs em relag&o ao controle (p=0,0008). Contudo, o grupo aPDT
SDS 5 min n&do apresentou diferencas estatisticas para 1 ou 3 min de irradiacdo. Os
dados podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores médios de Log10 (UFC/mL) e desvio padrédo (DP) dos dados de contagem
microbiana nos grupos testados. Os valores de p apresentados séo referentes a comparacéo
do grupo com seu respectivo controle sem irradiagdo ou FS (Controle). Os grupos foram
considerados diferentes quando p<0,05.

Grupos em PBS Grupos em PBS-SDS 0,25%
} Logs de } Logs de

MEDIA +DP reducéo p. Vs Ctrl MEDIA +DP reducéo p. Vs Citrl
Controle |8,29 0,18 0,0 - 5,36 0,54 0,00 -
Laser 8,53 0,27 0,2 0,99 4,97 0,11 0,39 0,96
0 8,39 0,26 0,1 1,00 4,93 0,19 0,42 0,94
1 6,60 0,48 1,7 6,38x10° 4,89 0,09 0,47 0,89
3 4,81 0,88 3,5 2,71x10® 4,77 0,21 0,59 0,67
5 3,54 0,49 4,8 3,94x10® 3,91 0,47 1,45 0,0008

Para uma visdo mais ilustrada e didatica dos dados apresentados, elaboramos
uma apresentacao grafica dos experimentos que pode ser observada na Figura 6. No
eixo Y podemos identificar a quantidade de bactérias sobreviventes em logio
(UFC/mL).

Figura 6 Média e desvio padrao de Logio (UFC/mL) dos grupos de testados com aPDT em

A. actinomycetemcomitans nos diferentes meios. (*) representa diferenca estatisticas entre os
grupos em PBS e SDS.
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Na comparacao da quantidade de UFC no grupo controle do grupo AM em PBS
e 0 grupo controle do AM em SDS, houve uma citotoxicidade do SDS, porém a
presenca deste surfactante diminuiu consideravelmente a acao da aPDT.

Para uma avaliacdo mais detalhada da toxicidade de SDS em A.
actinomycetemcomitans, a contagem de UFCs foi realizada com células em contato

com SDS e comparadas com o grupo controle. O contato imediato da suspensao
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bacteriana com o SDS produziu reducdo de 3 logs de A. actinomycetemcomitans,

porém, com o passar do tempo em até 10 min de contato, ndo foi observado um

incremento de morte microbiana Figura 7.

Figura 7 Média e desvio padrao de contagem de logio (UFC/mL) em contato com SDS a 0,25%

por até 10 min. O grupo controle ndo apresenta contato com SDS
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A incorporacdo do azul de metileno foi quantificada em avaliacbes por

espectroscopia de absorcéo 6ptica do sobrenadante de liquido que entrou em contato

com as bactérias. Podemos observar no eixo Y absorbancia em unidades arbitrarias

(ua) das amostras preparadas para calcular a incorporagao. A linha em verde clara

representa a média dos espectros grupo ao qual as bactérias entraram em contato

com SDS, enquanto na linha verde escuro representa a concentracao inicial de azul

de metileno em SDS sem as bactérias. A diferenca entre os dados representa a

incorporacdo do AM pelas bactérias. Pode se observar que o grupo com SDS

apresenta pequena variacdo na absorbancia, o que denota uma condicdo de pouca

perda de FS para as bactérias. Por outro lado, os grupos em cor azul, apresentaram

acentuada diferenca no pico de absor¢cdo em 660 nm Figura 8.
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Figura 8 Espectro de absorcdo de sobrenadante com e sem contato com micro-organismos.
No eixo Y séo apresentados valores de absorbancia (UA) e no eixo-X o comprimento de onda
em (nm)
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Para quantificacdo da incorporacao, os dados de absor¢cdo em 660 nm foram
avaliados. Apos leitura dos espectros produzidos pelo azul de metileno em PBS e azul
de metileno em veiculo de SDS 0,25% podemos observar um comportamento
diferente entre os dois grupos. A porcentagem de incorporacdo de FS pelo pellet
bacteriano mostrou que o grupo AM em PBS incorporou 14,86% do FS, enquanto uma
incorporagao significantemente menor aconteceu na presenca de SDS 3,02%
(p=0,038) Figura 9. E importante observar que existe uma diferenca de
aproximadamente 80% entre os dois grupos, sugerindo uma menor entrada de FS no

grupo tratado com SDS.
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Figura 9 Média e desvio padrdo da porcentagem de incorporacdo de AM por A.
actinomycetemcomitans com AM em PBS (barra em azul) e AM em SDS (barra em verde).
Os dois grupos apresentam diferencas estatisticamente significantes e o grupo AM maostrou
uma incorporacdo maior de fotossensibizador.

% incorporacao de FS
18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%

4%

|
_

2%

0%

SDS AM

As avaliagOes realizadas por microscopia eletronica de varredura evidenciaram
A. actinomycetemcomitans crescidos aderidos em membrana de silicone. Pode ser
observado auséncia de estrutura compativel com biofilme, entdo podemos constatar
gue as células apesar de aderidas, mantiveram caracteristicas de células individuais,
sem matriz extracelular ou formacdo de canais de &gua Figura 10. Na Figura 10
podemos observar: (A), células com aspecto de coco bacilos podem ser identificados
no centro da imagem as formas de parede celular externa se apresentam
aparentemente integras. Na imagem (B) alteracdo da parede celular de A.
actinomycetemcomitans apés aPDT em veiculo PBS. A imagem (C) representa um
campo de bactérias ndo submetidas a aPDT no grupo controle com SDS, podemos
observar aglutinacdo de material extracelular, porém, as bactérias ainda mantém suas
paredes de forma aparentemente integra do ponto de vista morfolégico; e na imagem
(D) observa-se também aglutinagcdo das bactérias com paredes pouco ou nao
oxidadas e material extracelular. Foi importante observar que nos grupos que tiveram
a presenca de SDS, as bactérias estavam mais aglutinadas em grupos maiores e com
mais células, porém, a forma destas apareceu sem alteragdes notaveis.

Ao observar no MEV, no grupo PDT, houve uma morte bacteriana comparado
ao grupo controle. Nos grupos SDS, ndo ocorreu morte bacteriana por PDT, e ainda
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se observou uma lama, entre as bactérias, aglutinando, sem sinais de morte

bacteriana por PDT.

Figura 10 Eletromicrografias representativas de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
de A. actinomycetemcomitans. A figura A apresenta amostra do grupo controle em PBS,
enquanto a B sdo células submetidos a aPDT na presenca de AM em PBS. A figura C
representa o grupo controle com SDS (note que as células se apresentam envolvidas por
aglomerados de material extracelular). A figura D representa o grupo aPDT com SDS; onde
observa-se células‘bacterianas integras com aglomerados no espaco extracelular.
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DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia in vitro da aPDT em
Aggregatibacter actinomycetemcomitans utilizando AM em veiculos que possam
influenciar a desagregacao do FS e possibilitar uma formulacao oral contendo AM, a
ser utilizada em procedimentos clinicos de aPDT. Além dessas questdes de extrema
importancia, mimetizando para o tratamento da doenca periodontal, a correlacdo entre
dose de irradiacdo e absor¢cdo do fotossensibilizador pelas células alvo € um fator
determinante para a eficacia da terapia, uma vez que, dependendo do ambiente fisico-
guimico em gue se encontra, o AM pode se agregar e seu estado de agregacéo
(mondmeros ou dimeros) modula-se com o tipo de reacdo fotoquimica que ocorre e
modula a eficacia da aPDT (5,12,23).

A terapia periodontal ndo cirdrgica mais usada € o planejamento e realizacao
dos procedimentos periodontais ndo cirdrgicos para a remo¢ao mecanica de calculo
dental e biofilme microbiano, afim de reduzir sitios de contaminacéo na superficie
dental, interrompendo desta forma a progressdo da doenca periodontal, mesmo
guando a associacdo de antibidticos sistémicos se faz necessaria. No entanto, a
resisténcia bacteriana aos antibioticos € um fenbmeno preocupante e pode ser
consequéncia do uso inadequado (24), ou mesmo de qualquer utilizacdo de
antibioticos.

A aPDT pode ser considerada uma alternativa promissora em tratamento
coadjuvante a terapia periodontal convencional, e também em questédo da inativacédo
eficiente de micro-organismos patogénicos, quando comparado ao uso de antibiéticos;
ISSO se deve ao fato da aPDT empregar um fotossensibilizador, que preferencialmente
Se associa ao micro-organismo, e € entéo ativado com luz visivel de comprimento de
onda apropriado para gerar altas concentracdes localizadas de EROs. Neste presente
estudo, os resultados foram observados em triplicata para a verificacdo de unidades
de col6nias bacterianas, observando uma diminuicdo de 3 logs , quando comparados
grupo controle (sem irradiacéo) e grupo Aa+AM em meio aquoso com irradiacdo em
5 min; corroborando com os achados de Spagnul de colaboradores em 2015 (25).

Em ensaios clinicos ja realizados, onde a aPDT foi usada como coadjuvante ao
tratamento periodontal na terapia néo cirdrgica, os autores mostraram divergéncia nos
resultados clinicos, principalmente por ndo existir ainda uma padronizacdo da

dosimetria e dos parametros de irradiagéo, além de uma vasta microbiota com grande



33

diversidade de micro-organismos na formacéo do biofilme, principalmente em bolsas
profundas, onde a patogenicidade dos micro-organismos periodontopatogénicos que
formam este biofilme sdo mais Gram-negativos e anaerdbicos, e fazem parte do
chamado complexo vermelho da colonizacdo, indicativo de atividade da doenca
periodontal (26). Nestes casos, a luz ndo consegue alcancar o fim das bolsas
periodontais, impedindo que ocorra a aPDT por necessitar da combinacdo adequada
de luz e um agente fotossensibilizador (FS). Outro ponto importante € a baixa tenséo
de oxigénio nestas condicfes, que limita a acdo da aPDT. Este estudo in vitro, foi
realizado com o intuito de verificar se a alteragdo da composicdo do
fotossensibilizador fenotiazinico (azul de metileno), alteraria suas caracteristicas
fotoquimicas a ponto de ter um impacto em sua eficiéncia, e assim, criaria um
favorecimento com potencial de beneficios clinicamente relevantes. Neste estudo os
parametros utilizados foram selecionados a partir de um levantamento bibliografico e
0s mais citados na literatura foram os dados utilizados e em estudos pilotos do nosso
grupo (16,27).

Além disso, a terapia periodontal ndo cirdrgica que € a realizacdo da remocao
dos depdsitos de biofilme, com raspagem e alisamento corono-radicular, tem um efeito
limitado na estrutura do biofilme, o qual pode representar um importante reservatorio
para a reinfec¢céo e recolonizagdo dos nichos subgengivais, causando recidivas e a
nao interrupcdo efetiva da progressdo da doenca pela patogenicidade dos micro-
organismos em recolonizar as bolsas periodontais mais profundas (28).
Aggregatibacter actinomycetemcomitans é um periodontopatégeno principalmente
oportunista residente na microbiota bucal, com fatores de viruléncia capazes de
destruicdo e invasao tecidual, além de alterar e inativar a resposta imunoldgica inata
e adaptativa, devido a maior producdo de leucotoxina, o que indicam um papel
importante no desenvolvimento de periodontite de carater agressivo e rapida
destruicdo do periodonto de suporte (29).

Haag e colaboradores em 2015 (23) demonstram também que existe eficacia
de aPDT para A. actinomycetemcomitans em meio aquoso, confirmando os resultados
obtidos no presente estudo. MB em combinacdo A. actinomycetemcomitans e
irradiacdo resultou numa diminuicdo estatisticamente significativa de a combinacao
mais eficiente sendo MB 0,01% com um laser de diodo (665 nm). Em contrapartida,
em nosso trabalho, o grupo onde se associa azul de metileno ao veiculo surfactante

ao inoculo, a aPDT néo ocorreu para A. actinomycetemcomitans.
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Da Colina e colaboradores em 2018 mostraram a eficacia do veiculo SDS na
inativacdo de cultura planctonica de Candida albicans (17). Em contrapartida, na
avaliacdo microbiol6gica no nosso experimento, 0s grupos com SDS apresentaram
pouco relevantes de aPDT para A. actinomycetemcomitans.

Paulino e colaboradores em 2016 testaram um veiculo surfactante em cultura
de A. actinomycetemcomitans e observaram que ao adicionar N- Laurilsarcosinato de
sédio até sua concentracéo final de 1%, as proteinas como a OMP29 presentes na
membrana externa da parede celular (membrana externa: responsavel pela
prevencdo da perda de proteinas periplasmaticas e também impedem o acesso de
enzimas hidroliticas ao peptidioglicano) de A. actinomycetemcomitans, e estas
proteinas sdo insollveis ao detergente, o que corrobora com o resultado observado
no presente trabalho, tanto na contagem de UFC, na visualizado ao MEV e na
incorporacdo de AM. Podemos aqui sugerir a hipétese de que a presenca de SDS
inibe a entrada do fotossensibilizador na bactéria A. actinomycetemcomitans, e por
consequéncia diminui o efeito da aPDT mediada por AM (30).

Os resultados obtidos nos estudos anteriores correspondem com os resultados
obtidos neste estudo, pois apesar da presenca do SDS potencializar o efeito
bactericida em P. gingivalis, durante as irradiagcbes com a presenca de AM 0 mesmo,
foi toxico para os grupos controle, laser e 0 (FS sem irradiacdo) sem apresentar uma
explicacdo plausivel para este acontecimento (17). O presente estudo in vitro foi
realizado com o intuito de verificar se a alteracdo da composicdo do
fotossensibilizador fenotiazinico (azul de metileno) alteraria suas caracteristicas
fotoquimicas a ponto de ter um impacto em sua eficiéncia, e assim, criaria um
favorecimento com potencial de beneficios clinicamente relevantes. Na
espectroscopia realizada neste presente estudo, foi verificado que o pellet bacteriano,
nao absorve o fotossensibilizador AM quando em meio surfactante (SDS), a
porcentagem de absorcéo foi de apenas 3% enquanto o pellet bacteriano em PBS
absorveu o FS em uma porcentagem de 15%. Especula-se que algumas proteinas
especificas na parede celular de algumas bactérias ndo se solubilizam em
adstringentes que € o caso de meio surfactante. Dessa forma existe dificuldade na
coloragdo do FS pela membrana e absorgédo citoplasmatica. Tais resultados nédo
convergem com estudos anteriores que usaram Candida albicans nos grupos

experimentais. Contudo, pode-se observar maior citotoxicidade nos grupos com a
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presenca de SDS, essa citotoxicidade ndo pode ser considerada isoladamente, nao
existe intencdo de associa-la a futuros beneficios aPDT.

A aPDT aparenta ser uma opg¢ao promissora para redug¢ao na quantidade de
micro-organismos periodontopatogénicos em combinacdo com a terapia periodontal
nao cirargica. Por apresentar controversas na literatura, Sdo necessarios mais estudos

para responder essas questdes quanto a resposta das A. actinomycetemcomitans.
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CONCLUSAO

A. actinomycetemcomitans apresentou redugcdo bacteriana proporcional ao
tempo de irradiacdo quando submetida aPDT em solugao aquosa. Por outro lado, a
aPDT em SDS a 0,25% foi pouco efetiva neste micro-organismos. O SDS proporciona
formacdo de aglomerados de  substancias extracelulares em @ A.
actinomycetemcomitans e a presenca de SDS impede a entrada de azul de metileno

nessa bactéria com consequente diminuicdo da acao fotodinamica.
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APENDICE 1- DADOS E COMPARACOES ESTATISTICAS DOS
EXPERIMENTOS DE INATIVACAO MICROBIANA

Teste de normalidade

Kolmogorov_Smirnov ~ Valor de p Decisédo no nivel (5%)
MB CTRL 0,94864 Normal
MB LASER 1 Normal
MB 0 1 Normal
MB 1 1 Normal
MB 3 0,50519 Normal
MB 5 0,90215 Normal
SDS CTRL 0,78651 Normal
SDS LASER 0,78651 Normal
SDS 0 0,78651 Normal
SDS 1 0,78651 Normal
SDS3 0,78651 Normal
SDS 5 0,78651 Normal

Teste Anova uma via

Grupos Média Desvio Padrao Erro
ctrl 8,29433 1,82E-01 0,0911
L 8,52683 2,70E-01 0,13494
MBO 8,3877 2,12E-01 0,10603
MB1 6,59884 1,82E-01 0,24096
MB3 4,81444 3,82E-01 0,44114
MB5 3,53541 1,91E-01 0,24556
CTRLSDS 5,35784 5,41E-01 0,27064
LSDS 4,965 1,10E-01 0,05485
0 SDS 4,93309 1,18597 0,09299
1SDS 4,88688 J,0869 0,04345
3 SDS 4,76792 2,12E-01 0,10602
5 SDS 3,90798 ),4711 0,23555

Resumo ANOVA
Soma dos Média dos
DF quadrados gquadrados  Valor de F Prob>F
Modelo 11 136,72743 12,42977 73,95304  2,59x102%
Erro 36 6,05075 0,16808




Tukey Teste - Comparacdes das médias

L ctrl

MBO ctrl

MBO L

MB1 ctrl

MB1 L

MB1 MBO

MB3 ctrl

MB3 L

MB3 MBO

MB3 MB1

MB5 ctrl

MB5 L

MB5 MBO

MB5 MB1

MB5 MB3
CTRLSDS ctrl
CTRLSDS L
CTRLSDS MBO
CTRLSDS MB1
CTRLSDS MB3
CTRLSDS MB5
LSDS ctrl
LSDSL

LSDS MBO
LSDS MB1
LSDS MB3
LSDS MB5
LSDS CTRLSDS
0 SDS ctrl
0SDS L

0 SDS MBO

0 SDS MB1

0 SDS MB3

0 SDS MB5

0 SDS CTRLSDS
0 SDS LSDS

1 SDS ctrl
1SDSL

1 SDS MBO

1 SDS MB1

1 SDS MB3

1 SDS MB5

Diferenca médias

0,2325
0,09336
-0,13913
-1,69549
-1,92799
-1,78885
-3,47989
-3,71239
-3,57326
-1,7844
-4,75892
-4,99142
-4,85228
-3,06343
-1,27903
-2,93649
-3,16899
-3,02986
-1,241
0,5434
1,82243
-3,32933
-3,56183
-3,4227
-1,63384
0,15056
1,42959
-0,39284
-3,36125
-3,59374
-3,45461
-1,66575
0,11865
1,39768
-0,42475
-0,03191
-3,40745
-3,63995
-3,50081
-1,71196
0,07244
1,35147

SEM

0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989

g Value

1,1342
0,45545
0,67875
8,27127
9,40547
8,72672
16,97628
18,11048
17,43173
8,70501
23,21588
24,35008
23,67133
14,94461
6,2396
14,32536
15,45956
14,78082
6,05409
2,65092
8,89052
16,24179
17,376
16,69725
7,97053
0,73449
6,97408
1,91643
16,39747
17,53167
16,85292
8,1262
0,57881
6,81841
2,07211
0,15567
16,62288
17,75708
17,07834
8,35161
0,3534
6,593

Probabilidade

0,99955
1,00E+00
1,00E+00
6,38E-05
5,69E-06
2,41E-05
2,72E-08
2,45E-08
2,61E-08
2,53E-05
3,94E-08
0,00E+00
0,00E+00
1,78E-08
0,00439
2,20E-08
1,45E-08
1,89E-08
6,34E-03
7,66E-01
1,70E-05
2,88E-08
2,63E-08
2,78E-08
1,21E-04
0,99999
9,85E-04
0,96485
2,85E-08
2,59E-08
2,74E-08
8,69E-05
1
0,00136
9,41E-01
1
2,80E-08
2,54E-08
2,69E-08
5,37E-05
1
0,00216

42



1 SDS CTRLSDS

1 SDS LSDS
1 SDS 0 SDS
3 SDS ctrl
3SDSL

3 SDS MBO
3 SDS MB1
3 SDS MB3
3 SDS MB5

3 SDS CTRLSDS

3 SDS LSDS
3 SDS 0 SDS
3SDS 1SDS
5 SDS ctrl
5SDS L

5 SDS MBO
5 SDS MB1
5 SDS MB3
5 SDS MB5

5 SDS CTRLSDS

5 SDS LSDS
5 SDS 0 SDS
5SDS 1 SDS
5 SDS 3 SDS

-0,47096
-0,07812
-0,04621
-3,52642
-3,75891
-3,61978
-1,83093
-0,04652
1,2325
-0,58992
-0,19708
-0,16517
-0,11896
-4,38635
-4,61885
-4,47971
-2,69086
-0,90646
0,37257
-1,44986
-1,05702
-1,02511
-0,9789
-0,85993

0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989
0,28989

2,29752
0,38109
0,22542
17,20324
18,33744
17,65869
8,93197
0,22696
6,01264
2,87788
0,96145
0,80577
0,58036
21,39833
22,53253
21,85378
13,12706
4,42205
1,81755
7,07297
5,15654
5,00086
4,77545
4,19509

0,88853
1

1
2,67E-08
9,43E-08
2,56E-08
1,55E-05
1
0,00687
0,66813
0,99991
0,99998
1
1,84E-06
4,07E-08
4,63E-06
3,13E-08
0,11499
0,97591
8,02E-04
0,03408
0,04474
0,0655
0,16086
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ANEXO 1 - PRODUCAO CIENTIFICA DURANTE O PERIODO
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