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RESUMO

Como intervencdo adjuvante ao tratamento periodontal mecéanico, a terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) busca induzir a producao de espécies reativas de oxigénio,
reduzindo a infecgdo microbiana. O butil azul de toluidina O, um fotossensibilizador da familia
das fenotiazinas recentemente desenvolvido, apresenta modificagdes fisico-quimicas na
estrutura do azul de toluidina O, o que diminui a agregacdo e aumenta a producdo de oxigénio
singlete. O objetivo deste estudo foi investigar a eficacia do butil azul de toluidina O na
eliminacdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans em diferentes tempos de irradiagéo.
Para isso, um biofilme foi cultivado em amostras dentarias bovinas, seguido pela aplicacdo da
aPDT. Foram realizadas analises microbioldgicas e por microscopia eletronica de varredura. O
experimento foi estruturado em um grupo denominado BuTBO, subdividido em seis subgrupos:
grupo controle; grupo laser; grupo fotossensibilizador (com tempo de pré-irradiacdo de 1
minuto); e os grupos PDT, com diferentes tempos de irradiacdo (1, 3 e 5 minutos). Foi utilizado
um laser com comprimento de onda de 660 nm e irradiancia de 250 mW/cm2, gerando energias
de 6, 18 e 30 J para tempos de exposicdo de 60, 180 e 300 segundos, respectivamente, e
exposi¢des radiantes de 15, 45 e 75 J/cm?. Apos os procedimentos, as amostras foram cultivadas
em condi¢Bes microaerofilicas, quantificadas e convertidas em unidades formadoras de
col6nias por mililitro (UFC/mL) para analise comparativa. Os resultados indicaram que a
aplicacdo do BuTBO, com tempo de pré-irradiacdo e irradiacdo de 1 minuto, ndo resultou em
diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05). Entretanto, com tempos de irradiacdo de 3 e
5 minutos, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,01). A irradiacdo de
5 minutos resultou em uma redugdo microbiana de 99,99% no biofilme. Concluimos que o
BuTBO demonstra potencial como fotossensibilizador para reduzir cargas microbianas de A.
actinomycetemcomitans.

Palavra—chave: Terapia fotodindmica antimicrobiana, Butil azul de toluidina O, A.
actinomycetemcomitans, Quimioterapia fotodinamica antimicrobiana (PACT)



ABSTRACT

As an adjunct intervention to mechanical periodontal treatment, antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT) aims to induce the production of reactive oxygen species,
thereby reducing microbial infection. Butyl toluidine blue O, a photosensitizer recently
developed from the phenothiazine family, presents physical-chemical modifications to the
structure of toluidine blue O, resulting in decreased aggregation and increased singlet oxygen
production. The objective of this study was to investigate the efficacy of butyl toluidine blue O
in eliminating Aggregatibacter actinomycetemcomitans, using a pre-irradiation time of 1
minute. To achieve this, a biofilm was cultured on bovine dental samples, followed by the
application of aPDT. Microbiological evaluations and scanning electron microscopy analyses
were performed. The experiment was structured into a group called BuTBO, which was
subdivided into six subgroups: control group, laser group, photosensitizer group (corresponding
to a pre-irradiation time of 1 minute), and PDT groups with different irradiation times (1, 3, and
5 minutes). A laser with a wavelength of 660 nm and an irradiance of 250 mW/cm?2 was used,
generating energies of 6, 18, and 30 J for exposure times of 60, 180, and 300 seconds,
respectively, and radiant exposures of 15, 45, and 75 J/cm?. After the procedures, the samples
were cultured under microaerophilic conditions, counted, and converted into colony-forming
units per milliliter (CFU/mL) for comparative analysis. The results indicated that the
application of BUTBO with pre-irradiation time and irradiation time of 1 minute did not show
a statistically significant difference (p > 0.05). However, with irradiation times of 3 and 5
minutes, a statistically significant difference was observed (p < 0.01). Irradiation for 5 minutes
resulted in a 99.99% microbial reduction in the biofilm. We conclude that BuTBO shows
potential as a photosensitizer for reducing A. actinomycetemcomitans microbial loads.

Keywords: Antimicrobial photodynamic therapy, Toluidine blue butyl O, A.
actinomycetemcomitans. Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT).
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1. CONTEXTUALIZACAO
1.1 DOENCA PERIODONTAL

Antes de se definir o conceito de doenca periodontal (DP), é imperativo compreender
0 que se entende por saude periodontal. Esta Gltima é caracterizada pela auséncia de processos
inflamatorios clinicamente evidentes, bem como pela presenca de profundidade de sondagem
clinica de até 3 mm. A saude gengival pode ser observada tanto em periodontos integros quanto
reduzidos. No caso de um periodonto integro, os achados clinicos incluem profundidade de
sondagem de até 3 mm, sangramento a sondagem em até 10% dos sitios, e auséncia de perda
de insercdo e perda Ossea radiogréfica. Por outro lado, na satde do periodonto reduzido, é
possivel identificar sangramento a sondagem também em até 10% dos sitios, perda de insercéo
e perda Ossea radiogréafica, que podem resultar de recessdo gengival, intervengdes cirdrgicas
para aumento da coroa, ou em pacientes com historico de periodontite que se encontram
atualmente estaveis periodontalmente (1-3).

No espectro das doencas periodontais, destacam-se a gengivite e a periodontite. A
gengivite afeta exclusivamente o periodonto de protecdo e é considerada uma condicdo
reversivel; a remocdo do fator etioldgico, por meio de intervencgdes de tratamento periodontal
convencional (como raspagem e alisamento radicular), pode interromper a progressdo da
doenca e restaurar a salde do paciente. Em contraste, a periodontite resulta na perda do
periodonto de sustentacdo, sendo caracterizada pela migracéo apical do epitélio juncional, o
qual adere a superficie dental por meio de hemidesmossomos, mantendo a integridade do sulco
clinico; por essa razdo, é considerada uma doenga irreversivel (4,5). A figura 1 ilustra essa perda

de insercéo e migracdo apical do epitelio juncional na periodontite.

Figura 1 A imagem ilustrativa mostra as condi¢es do periodonto de protegdo e sustentacdo em dois estagios: Gengivite,

apresentando inflamacdo da gengiva, sem comprometimento do periodonto de sustentacdo (ligamento periodontal e 0sso
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alveolar permanecem intactos) e Periodontite, onde a inflamag&o avanca, causando a perda de insercéo periodontal e reabsorcéo

6ssea, resultando em danos ao periodonto de sustentagao.

Fonte: https://neolifeodontologia.com.br/voce-sabe-0-que-e-gengivite/

A doenca periodontal, por sua natureza, € uma enfermidade inflamatdria cronica e
multifatorial, desencadeada por um complexo de espécies bacterianas que interagem com 0s
tecidos e células do hospedeiro. As bactérias liberam enzimas como a colagenase, enquanto as
células do sistema imunolégico — incluindo neutrofilos, macréfagos, linfocitos e plasmaocitos
— reagem a essa agressao bacteriana, liberando colagenase e citocinas pro-inflamatérias (como
IL-1, IL-6, TNF-a ¢ PGE2), o que resulta na destruicdo progressiva dos tecidos de prote¢ao
(gengiva) e de sustentacdo (osso alveolar, cemento e ligamento periodontal) do dente,
culminando na formacéo de bolsas periodontais (6,7).

Para que a doenca periodontal se inicie, é imprescindivel a presenca do biofilme, que se
caracteriza como uma comunidade de bactérias, englobando uma ou vérias espécies, como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Tannerella forsythia. Essas bactérias se aderem a superficie dental nas proximidades da
margem gengival, no sulco gengival ou nas bolsas periodontais, causando alteragdes
fisioldgicas e metabolicas. O mecanismo de quorum sensing é fundamental nesse contexto, pois
regula diversos processos fisiologicos por meio de uma comunicacéo intercelular que controla
a expressdo génica em resposta a densidade populacional. A capacidade das células bacterianas
de se comunicar e atuar coletivamente oferece vantagens significativas em termos de
colonizagdo, defesa contra outros microrganismos e diferenciagéo celular (8-10).

O processo de formacédo do biofilme inicia-se com a criacdo de uma pelicula adquirida,
uma fina camada acelular composta de proteinas e glicoproteinas provenientes da saliva e do

fluido gengival, que se adere a superficie dentaria. Apds a formacao dessa pelicula, as bactérias
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sdo capazes de se fixar, dando inicio a colonizagdo por bactérias gram-positivas, conhecidas

como colonizadores primarios, como é demonstrado na figura 2 logo abaixo.

Figura 2 Imagem ilustrativa da pelicula adquirida e adesdo das colonizadoras primarias

na saliva
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Fonte: Adaptada de B. Nyvad e O. Fejerskov, in: A. Thylstrup, O. Fejerskov. Tratado de Cariologia. Ed. Cultura Médica,
RJ, 12 edigdo, 1988.

Subsequentemente, ocorre a co-agregacdo de novas bactérias gram-negativas, 0s
colonizadores secundarios, que contribuem para a formacao das micro-coldnias, resultando em
um aumento da massa do biofilme, o que facilita a agregacdo de microrganismos sem
capacidade de adesédo. O biofilme maduro, por sua vez, pode ser considerado uma comunidade
climax, onde a populacdo microbiana atinge um estado de estabilidade e equilibrio (11,12). A

figura 3 demonstra exatamente esse crescimento da massa de biofilme.

Figura 3 Imagem ilustrativa da formac&o do biofilme maduro
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Fonte: https://farmaceuticodigital.com/2021/09/biofilmes.html

Aderéncia Dispersao

Cada espécie bacteriana interage de maneira especifica com suas parceiras, formando

cinco complexos bacterianos distintos. Os complexos amarelo, roxo e verde sdo constituidos
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por espécies que se encontram na fase inicial da colonizagdo. As bactérias desses complexos
fornecem receptores e criam condi¢des ecoldgicas propicias para as espécies do complexo
laranja, que precedem a colonizacdo por aquelas do complexo vermelho, que s&o
predominantemente  anaerébicas e Gram-negativas, como Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola. (10,13).

Outra espécie bacteriana, que ndo se enquadra no complexo vermelho, foi identificada
na regido subgengival, revelando-se um fator de risco significativo para a degradacdo dos
tecidos de suporte do dente. Trata-se de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a),
classificada como uma bactéria periodontopatogénica devido a sua capacidade de sobreviver
em condicdes de microaerofilia (13). A dindmica de colonizacao patoldgica pode ser observada

na figura 4.

Figura 4 Representa¢do do diagrama da associa¢do entre micro-organismos em amostras de biofilme subgengival descrito por
Socransky et al., 1998

Actinomyces

species

V. parvula
A. odontolyticus

S. mitis

S. oralis C. rechis

S. sanguis C. gracilis

Streptococcus sp. P, gingivali:

S. gordonii Tg ngy‘:, .

E 9 . Tors! a
S. intermedius S. constellatus E. nodatum T. denticola

C. showae
A. actino. b S. noxia

Fonte: Socransky et al., 1998

Além dessas, Aggregatibacter actinomycetemcomitans também se destaca na regido
subgengival, atuando como um fator de risco para a degradacao dos tecidos de suporte do dente.
Reconhecida como uma bacteria periodontopatogénica, essa espécie é capaz de sobreviver em
condicGes de microaerofilia e estd fortemente associada a patogénese de doencas periodontais,
em especial a periodontite agressiva. A persisténcia dessa bactéria nos tecidos, mesmo apds
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procedimentos de raspagem e alisamento radicular, muitas vezes resulta em reinfeccdo das
bolsas periodontais, levando ao uso crescente de antibidticos sistémicos na odontologia, o que,
por sua vez, contribui para um aumento da resisténcia bacteriana. Além disso, essas
microrganismos podem estar associados a condicGes infecciosas que transcendem o periodonto,
afetando outras areas do corpo, como em casos de endocardite, pericardite, artrite bacteriana e
osteomielite (14-17).

O tratamento periodontal é frequentemente dividido em trés fases: a remocao do fator
causal da doenca (terapia basica), a intervencdo cirargica (quando necessario) e o controle e
manutencdo. Embora variagdes nas abordagens terapéuticas sejam necessarias para as
diferentes formas de doenca periodontal, essas trés etapas sdo geralmente aplicaveis a pacientes
com periodontite. A terapia basica concentra-se na eliminacdo do biofilme supragengival e
subgengival, por meio de raspagem e alisamento corono-radicular utilizando instrumentos
especificos e/ou ultrassonicos. E crucial que o paciente mantenha um rigoroso controle de
higiene bucal durante e apds o tratamento. A terapia cirdrgica é indicada para areas que, mesmo
apos tratamento, apresentam persisténcia nos sinais clinicos de inflamacdo e ndo apresentam
reducdo das bolsas periodontais, proporcionando acesso para raspagem, facilitando a higiene e
eliminando bolsas residuais. Por fim, a terapia de controle e manutencdo visa prevenir a
recorréncia da doenca periodontal, necessitando de visitas periodicas ao cirurgido-dentista para
a realizacdo de procedimentos de eliminacdo do biofilme. Entretanto, em alguns casos, o
tratamento periodontal convencional pode ndo ser suficiente para erradicar todos 0s
microrganismos periodontopatogénicos, tornando a complementacdo com antimicrobianos

sisttmicos uma opgao viavel (6,7,16).

1.2 ANTIBIOTICOTERAPIA SISTEMICA

A antibioticoterapia sistémica frequentemente se torna indispensavel como
complemento a terapia periodontal ndo cirurgica, especialmente em casos mais severos de
periodontite, quando a resposta do hospedeiro ndo se mostra satisfatoria, resultando na
persisténcia de bolsas residuais repletas de depésitos microbianos. Os antibidticos mais
comumente utilizados para a complementacdo em periodontites associadas a bolsas mais
profundas, caracterizadas por escassez de oxigénio, presenca de nutrientes proteoliticos e

predominancia de microrganismos anaerébios e Gram-negativos, incluem a amoxicilina e o
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metronidazol. No entanto, uma variedade de outros antibiéticos também se revela eficaz no
tratamento periodontal, tais como azitromicina, tetraciclina, doxiciclina e minociclina (18,19).

Diversos estudos corroboram a utilizagdo da antibioticoterapia como uma terapia
adjuvante nas doencas periodontais, sendo a combinacdo de amoxicilina e metronidazol
considerada o padrdo ouro. Para garantir o sucesso do tratamento, é essencial realizar uma
andlise individual e criteriosa do quadro clinico e sistémico do paciente. Ademais, a prescri¢do
adequada deve respeitar o principio de administrar a maior dose pelo menor periodo de tempo,
a fim de promover a adesdo completa ao tratamento e minimizar o risco de resisténcia
bacteriana (19-22).

Embora seja inegavel que o uso de antibidticos tenha salvado milhares de vidas desde
sua descoberta, 0 uso abusivo e inadequado, seja por automedicacdo ou em casos de recidivas,
resultou em uma série de complicacdes. Entre essas, destacam-se a baixa adesdo dos pacientes
ao tratamento, dificuldades em manter concentracOes terapéuticas de antimicrobianos no
biofilme periodontal, além de reacGes alérgicas, problemas gastrointestinais e o alarmante
aumento da resisténcia bacteriana. Esses fatores ressaltam a necessidade de uma abordagem
mais consciente e criteriosa no uso de antibidticos na pratica clinica (22,23).

A resisténcia microbiana refere-se a capacidade das bactérias de se multiplicarem na
presenca de antimicrobianos em concentracfes superiores as empregadas nas terapias
habituais. O uso inadequado desses medicamentos provoca a eliminacdo ou adaptacdo dos
microrganismos, um fendémeno denominado “pressdo seletiva”, no qual a sele¢do natural
favorece os mais aptos. Nesse contexto, torna-se viavel o crescimento e o desenvolvimento de
patdgenos em ambientes que, normalmente, seriam letais para eles, exacerbando o desafio no
tratamento de infecgdes (20,24).

O insucesso do tratamento periodontal pode ser atribuido a dificuldade no controle
microbiano decorrente do uso excessivo de antimicrobianos. Diante dessa realidade,
pesquisadores tém buscado métodos alternativos para o tratamento das doencas periodontais,
visando prevenir a resisténcia microbiana (19,22,23).

Nesse contexto, a terapia fotodindmica antimicrobiana surge como uma abordagem
relativamente nova na odontologia, sendo empregada como terapia coadjuvante ao tratamento
convencional. Essa técnica ndo apenas oferece uma alternativa promissora, mas também busca

otimizar a eficacia das intervencgdes periodontais
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1.3 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA

A terapia fotodindmica antimicrobiana, antimicrobial photodynamic therapy (aPDT), é
uma abordagem minimamente invasiva que combina a aplicacdo de um fotossensibilizador
(FS), uma fonte de luz e a presenca de oxigénio para tratar infecgbes. Apés a aplicacdo do FS
no local afetado, o corante interage com o oxigénio celular, e a iluminagdo com um
comprimento de onda que coincide com o pico de absor¢éo do FS resulta na geragéo de radicais
livres (reacdo tipo 1) ou na formacdo de oxigénio singlete (reacdo tipo I1), ambos considerados
cruciais para a morte celular bacteriana (25-27).

O mecanismo de agéo da aPDT pode ser ilustrado pelo diagrama de Jablonski, conforme
demonstrado na figura 5. O FS absorve luz visivel em um comprimento de onda especifico,
transitando do estado singlete fundamental (SO) para o primeiro estado excitado singlete (S1),
que possui um tempo de vida breve. Nesse estado, o FS pode dissipar energia por meio de
processos radioativos, como a fluorescéncia, ou converter-se ao estado triplete (T1) via
cruzamento intersistemas. O estado triplete, por ter um tempo de vida maior em comparagéo ao
estado singlete, permite que o FS perca energia também por fosforescéncia ou participe da
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio de dois mecanismos distintos: a
reacdo tipo I, que envolve a transferéncia de elétrons e a formacao de radicais livres, e a reacdo
tipo I, que envolve a transferéncia de energia ao oxigénio molecular, gerando oxigénio singlete.
A ocorréncia dessas reacfes depende de vérios fatores, incluindo as caracteristicas fisico-
guimicas do FS e o microambiente em que esta inserido, o que afeta seu estado de agregacao e

a disponibilidade de oxigénio e outros substratos (26,28,29).
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Figura 5 Representacédo do diagrama de Jablonski, o qual contém todos 0s processos que véo acontecer desde a absorcéo de luz

até iniciar a resposta bioldgica
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Fonte:https://www.researchgate.net/figure/Diagrama-de-Jablonski-X-PDT-Os-raios-X-excitam-as-
nanoparticulas-cintiladoras-que_fig9 376033452

Na odontologia, a fonte de luz mais utilizada na terapia fotodindmica antimicrobiana
(@PDT) é o laser de baixa poténcia, uma forma de radiacdo eletromagnética monocromatica.
Entretanto, também se pode utilizar o LED (diodo emissor de luz), que representa uma radiacéo
eletromagnética policromatica (30).

A descoberta de que a aPDT pode ser empregada no tratamento de infec¢des locais, e
suas aplicaces clinicas estdo em continuo desenvolvimento. Entre as indicacGes, destacam-se
o tratamento de infeccBes orais, infecgdes bacterianas dermatoldgicas e dentais, Ulceras
infectadas e células cancerigenas. Na odontologia, essa terapia tem demonstrado eficacia e
resultados promissores em condi¢fes como herpes labial, estomatites, mucosite oral, liquen
plano oral, alveolite e periodontite, além de auxiliar na halitose (24,27).

A aPDT é uma forma de fototerapia que possibilita a eliminacdo de bactérias, virus,
fungos, leveduras e protozoarios parasitas. Sua principal vantagem reside na eficacia que
independe do padrao de resisténcia das espécies microbianas, apresentando um amplo espectro
de acdo, inclusive contra microrganismos resistentes a antimicrobianos. Por essa razdo, é
frequentemente utilizada como adjuvante no tratamento convencional das periodontites. Além
disso, a terapia promove a remodelagdo do ligamento periodontal e do cemento,
reestabelecendo o nivel clinico de inser¢éo, facilitando a eliminacdo de bactérias subgengivais
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e resultando em uma microbiota bucal mais favoravel, o que melhora a qualidade tecidual
(25,27,31).

No tratamento periodontal, apos a desorganizacdo do biofilme por meio das raspagens
e alisamentos radiculares, as bolsas periodontais podem ainda abrigar bactérias residuais,
tornando necessaria a complementacdo com antimicrobianos. A terapia fotodindmica
antimicrobiana (aPDT) se apresenta como uma alternativa valiosa, atuando como um
tratamento complementar para as doencas periodontais e ajudando a evitar o uso excessivo de
medicamentos, 0 que, por sua vez, reduz o risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana.
Essa terapia envolve a administracéo topica de um fotossensibilizador (FS), que se distribui nas
bolsas periodontais e se acumula nos tecidos. Ao ser ativado pela exposi¢éo a luz de um laser
ou LED com parametros dosimétricos adequados, o FS promove alteracbes fotoquimicas que
resultam na destruicdo do tecido alvo, conforme ilustrado na figura 6. Essa abordagem néo
apenas melhora a eficacia do tratamento, mas também contribui para a manutencéo da satde

periodontal a longo prazo (6,32-34).

Figura 6 Demonstracao clinica da aPDT nas bolsas periodontais para tratamento complementar aos procedimentos basicos da
doenca periodontal

Fonte: de Oliveira RR1 et al., J Periodontol. 2007 Jun;78(6):965-73

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) tem demonstrado eficacia na eliminagao
de periodontopatdogenos como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum. O mecanismo de
destruicdo desses microrganismos envolve alteracbes nas membranas celulares e/ou nas
proteinas da membrana plasmatica, aléem de danos ao DNA, mediados pela presenca de

oxigénio singlete (9,35).
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Os protocolos de aplicagdo clinica na periodontia ainda carecem de padronizacao, por
isso observamos na literatura diversos resultados clinicos. Estudos tém sido realizados para
aprimorar o desempenho dessa terapia, explorando diferentes protocolos de aplicacéo de luz e

variados fotossensibilizadores em distintas concentracées (36,37).
1.4 FOTOSSENSIBILIZADOR FENOTIAZINAS

Os fotossensibilizadores (FS) sdo corantes que devem possuir caracteristicas
especificas, incluindo estabilidade cinética e termodindmica, rapida sintese, alto rendimento,
baixo custo, auséncia de agregacdo em meio bioldgico, farmacocinética favoravel e baixa
toxicidade em condic6es de auséncia de luz (38).

Outro aspecto crucial na escolha de um FS é o comprimento de onda ideal para sua
fotoativacdo. A densidade dptica de méaxima absorbéancia deve situar-se entre 600 e 850 nm,
englobando a regido espectral do vermelho visivel e do infravermelho (36,38).

Na odontologia, a classe de fotossensibilizadores frequentemente utilizada séo as
fenotiazinas, representadas pelo azul de metileno (AM), azul de toluidina O (ATO) e butil azul
de toluidina O (BuTBO). As fenotiazinas sdo moléculas planas triciclicas anfipaticas que
contém um atomo de nitrogénio quaternério intrinseco e demonstram eficacia fototoxica contra
periodontopatdgenos como A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis e P.
intermedia. Essas moléculas apresentam intensa absorcdo quando expostas a luz visivel em
torno de 600-660 nm, permitindo uma penetracdo eficaz da luz nos tecidos (33,39,40).

Abaixo, nas figuras 7 e 8, sdo apresentadas as representacdes das estruturas moleculares
dos dois fotossensibilizadores fenotiazinas mais conhecidos na odontologia: o azul de metileno
(AM) e o azul de toluidina O (ATO).

Figura 7 Estrutura molecular do fotossensibilizador azul de metileno (M. Wainwright et al;2016)
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Fonte: M. Wainwright et al;2016.

Figura 8 Estrutura molecular do fotossensibilizador azul de toluidina (M. Wainwright et al;2016)
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Fonte: M. Wainwright et al;2016.

A carga positiva e a geometria planar do azul de metileno (AM) facilitam sua
intercalacdo na estrutura do DNA, especialmente em regiBes ricas em guanina e citosina. Essa
interacdo pode resultar em quebras na cadeia do DNA e degradacdo oxidativa das bases,
mediada pelo oxigénio singlete. Além disso, 0 AM tende a se acumular preferencialmente nas
mitocdndrias, uma vez que é atraido pelo ambiente eletroquimico negativo da matriz
mitocondrial (39,41).

A agregacao do azul de metileno varia conforme o meio e a concentracdo em que se
encontra, influenciando diretamente os tipos de reacbes fotoquimicas que ocorrem e,
consequentemente, a eficiéncia do tratamento com a aPDT. Essa agregacdo pode ser
identificada através do espectro de absor¢do: enquanto o dimero apresenta uma absorcdo em
610 nm, o mondmero é observado em 660 nm. Essa diferenca no estado de agregacdo é

fundamental para otimizar os resultados terapéuticos da aPDT (39,40,42).
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Figura 9 Grafico representado o espectro de absorcéo do azul de metileno. As setas vermelhas representam os picos de absorgéo
no estado de mondmero (660nm) e dimero (610 nm). TAO et.al., 2014
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Fonte:TAO et.al., 2014

Em estudos comparativos sobre as eficacias fotoantimicrobianas do azul de metileno
(AM) e do azul de toluidina O (ATO), observou-se que, embora as diferencas entre eles sejam
minimas, 0 AM se destaca por suas propriedades superiores em lidar com uma variedade mais
ampla de desafios bacterianos, fungicos, virais e protozoarios (37,42,43).

Os corantes metacromaticos, como as fenotiazinas, sdo particularmente relevantes na
odontologia, pois conseguem controlar sua agregacao, resultando em mudancas de coloragéo.
Esse fenbmeno, conhecido como metacromasia, permite que um corante absorva luz em
diferentes comprimentos de onda, dependendo da sua concentracdo e do meio ambiente. Em
solugcBes concentradas, as moléculas do corante formam agregados diméricos e poliméricos,
enquanto em solucdes diluidas se apresentam como mondémeros, exibindo uma coloragéo azul.
Quando em solucdes hipertonicas, ocorre a polimerizacdo, resultando em mudangas na
coloragéo do corante (30,34,42).

Uma revisdo da literatura sobre a aPDT no tratamento periodontal revela um debate
entre autores sobre sua eficacia. Estudos de Prates et al., Ramos et al. e Alvarenga et al. indicam

que aaPDT pode promover a morte celular de bactérias residuais e resistentes ap0os o tratamento
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convencional, com melhorias nos parametros clinicos, como a auséncia de sangramento a
sondagem e ganho de inser¢do. No entanto, ndo existe um protocolo padronizado para os
parametros de irradiacdo, gerando divergéncias na literatura (27,30,44).

Além disso, foi demonstrado que a aplicacdo do azul de metileno em solucdes de etanol
ou ureia se mostra mais eficaz na morte microbiana do que em agua. O uso de outras moléculas,
como o dodecil sulfato de sédio, também pode controlar a agregacdo do AM, aumentando a
formacdo de mondmeros e diminuindo a de dimeros, através de interacdes eletrostaticas e

hidrofobicas entre as moléculas (39,42).

1.5BUTIL AZUL DE TOLUIDINA O

O butil azul de toluidina O (BuTBO) € um fotossensibilizador inovador que integra a
familia das fenotiazinas. Seu desenvolvimento envolveu modificagfes fisico-quimicas na
estrutura do azul de toluidina O, incluindo a substituicdo variavel de hidrocarbonetos na posicao
cromofora 2. Este processo foi realizado por meio da rota anilinatiossulfénica, utilizando o
oxidante suave carbonato de prata (I1), 0 que assegurou a preservacdo do substituinte. Essa
alteracdo molecular é ilustrada na figura 12 (43,45). Abaixo, a estrutura molecular do BuTBO
é apresentada, destacando suas caracteristicas Unicas que conferem a este fotossensibilizador
seu potencial promissor na terapia fotodindmica antimicrobiana.

Figura 10 Estrutura molecular do fotossensibilizador BUTBO (M. Wainwright et al;2016)
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Fonte: M. Wainwright et al;2016.

O butil azul de toluidina O (BuTBO) apresenta modificacOes significativas em relacdo
ao azul de toluidina O (ATO), destacando-se por diversas caracteristicas aprimoradas. Entre
essas, notam-se: 0 aumento no comprimento de onda de absorcdo visivel, que favorece a
eficiéncia da fototerapia; a diminuicdo do ombro de comprimento de onda inferior ao pico
principal de absorcdo na regido vermelha, correlacionada ao aumento do tamanho do grupo

alquil na posicdo C-2; e a lipofilicidade elevada, resultante do aumento do teor de
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hidrocarbonetos. Além disso, 0 BuTBO demonstrou uma reducéo na agregacdo em derivados
com substituintes mais volumosos, assim como uma capacidade aumentada de produzir
oxigénio singlete. Essas alteracbes sdo cruciais para a eficacia na terapia fotodindmica
antimicrobiana (43).

A figura 11 ilustra claramente as diferencas na absorcao de luz visivel entre 0 ATO e 0
BuTBO, permitindo uma comparacdo direta que evidencia as vantagens do novo

fotossensibilizador.

Figura 11 Absorcdo aquosa visivel por ATO (preto) e BUTBO (tragos cinzas), mostrando variagdo na agregagdo, menor

comprimento de onda, ombro (concentragdo fotoantimicrobiana aprox. 15 uM)
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Fonte: M. Wainwright et al;2016.

O deslocamento do comprimento de onda maximo observado com o aumento do
tamanho do grupo de hidrocarbonetos € uma consequéncia da hiperconjugacdo, conforme
esperado. A diminuicdo do ombro associado ao aumento do tamanho do grupo alquil indica
uma reducdo no comportamento agregacional, que ocorre devido a dificuldade de compactacéo
imposta pelo volume extra assimétrico. Essas mudancgas de volume sdo ilustradas nos modelos
de preenchimento de espacos, que visam a minimizacgéo da energia, evidenciando as diferencas
estruturais entre o azul de toluidina O (TBO) e o butil azul de toluidina O (BuTBO) (43). A
figura 12 fornece uma representacdo visual clara dessas interagdes, reforcando a eficacia do

BuTBO como fotossensibilizador na terapia fotodinamica
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Figura 12 Imagem ilustrativa do aumento do volume molecular assimétrico devido a 2-tert-substituicdo do grupo butila
(BUTBO) (b) em comparacdo ao ATO (a) (estruturas com energia minimizada usando o software ChemDraw 3D) (M.
Wainwright et al;2016)

Fonte: M. Wainwright et al;2016.

Estudos in vitro e in vivo que investigaram o uso do butil azul de toluidina O (BuTBO)
como fotossensibilizador em tratamentos periodontais revelaram resultados promissores. Os
dados indicam uma diminuicdo significativa do processo inflamatério e uma melhoria na
reparacao do tecido conjuntivo. Além disso, observou-se uma eficicia fotoantimicrobiana
superior em comparacao ao azul de metileno (AM) e ao azul de toluidina O (ATO), bem como
um controle mais eficaz da perda 6ssea em modelos de periodontite experimental. Esses
achados reforcam o potencial do BuTBO como uma alternativa eficaz na terapia fotodinamica
antimicrobiana no contexto periodontal, por tanto neste estudo a aPDT com esse
fotossensibilizador foi utilizada para inativacdo do biofilme de A. actinomycetemcomitans
(43,45).
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2. OBJETIVO
2.1 OBJETIVOS GERAIS:

Verificar a eficAcia do BUuTBO na morte de A. actinomycetemcomitans com
laser a 660 nm em diferentes tempos de irradiacéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Verificar 0 tempo de irradiagio mais efetivo na morte de A.
actinomycetemcomitans.
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3. METODOLOGIA
3.1 CONFECCAO DA SUSPENCAO MICROBIANA

As cepas padrdo da bactéria Gram negativa anaerobica facultativa Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (ATCC 29523) foram cultivadas em microaerofilia utilizando meio
caldo infusdo de cérebro e coracao (BHI) em tubos pléasticos de 15 mL, incubados a 37°C por
48 horas. O crescimento bacteriano ocorreu em uma estufa bacteriolégica com uma atmosfera
controlada de 5-10% de CO-, gerada pela técnica da chama de vela. Uma vela, fixada na parede
inferior de um recipiente hermético, foi acesa e observada até sua extin¢ao, permitindo a queima
do oxigénio (O2) e sua conversao em didoxido de carbono (COz) (9).

Apds a preparacdo do inoculo, o material foi centrifugado a 2800 RPM por 5 minutos
para remover o liquido sobrenadante. O sedimento bacteriano foi resuspendido em 8 mL de
solucéo salina tamponada (PBS) e homogeneizado em um vortex. Para obter uma concentragao
bacteriana padréo, 150 L da suspenséo foi transferido para outro tubo de 15 mL contendo 8
mL de PBS, resultando na suspens&o padrao desejada com uma concentracao de 102 células (9).

Todos os experimentos seguram o “Manual para elaboracdo de experimentacdo em

Microbiologia” do programa de Medicina-Biofotonica da UNINOVE.

3.2 CONFECCAO DAS AMOSTRAS BOVINAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal (CEUA) da Universidade Nove de Julho,
sob o numero de protocolo 3956031022. Todos os procedimentos envolvendo animais seguiram
as diretrizes do CEUA e os padrdes estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA).

Foram utilizadas 24 raizes de incisivos bovinos, cada elemento foi cortado em segmentos de 2
X 4 mm utilizando um disco de carborundum. Apds a confeccdo dessas amostras, elas foram

colocadas em uma jarra contendo 250 mL de agua destilada e esterilizadas em autoclave.
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Figura 13 Imagem ilustrativa das amostras bovinas cortadas em 2 x 4 mm.

3.3 PREPARO DO FOTOSSENSIBILIZADOR

O fotossensibilizador utilizado foi o corante butil azul de toluidina O, preparado na
concentracéo final de 100 uM. A solugdo mée foi feita a partir de uma concentragdo de 10.000
KM, diluindo o p6 em &gua deionizada. Esta solucéo foi filtrada por uma membrana estéril de
0,22 um (Milipore, SP, Brasil) e armazenada em eppendorfs, protegida da luz. Para o
experimento, foi preparado um tubo plastico (eppendorf) contendo 1 mL de PBS e 10 pL de

butil azul de toluidina O, resultando na concentracdo final de 100 uM (9).

3.4 FONTE DE IRRADIAQAO

A fonte de luz utilizada para a excitagdo do fotossensibilizador foi um laser de diodo
(Photon Lase 11, DMC, Séo Carlos, Brasil). As irradiagdes foram feitas com uma presilha onde
todos os pocos foram irradiados com a mesma distancia da ponta do laser & entrada do pogo da
placa de 24 pocos. Os parametros de irradiacdo utilizados no experimento estdo detalhados na
tabela a seguir (Tab. 1).
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Tabela 1. Dosimetria da fonte de luz laser que foi utilizada nos experimentos.

Parametros de irradiagéo Laser
Comprimento de onda (nm) 660 + 2
Modo de operagédo Continuo
Poténcia radiante (mW) 100

Area do feixe (cm?) 0,4
Diametro do feixe (cm) 0,714
Irradiancia (mW/ cm?) 250
Tempo de exposi¢do () 60, 180, 300
Tempo de pré-irradiagao (s) 60
Exposicéo radiante (J/cm?) 15, 45, 75
Energia radiante (J) 6,18, 30

3.5 CRESCIMENTO DO BIOFILME MICROBIANO NAS AMOSTRAS
DENTAIS

As amostras estéreis e hidratadas foram introduzidas em uma placa de 48 pogos, com
cada amostra alocada em um poco individual. Em seguida, as amostras foram expostas a saliva
artificial Kin Hidrat® spray por 2 horas para permitir a formacdo de uma pelicula adquirida.
Ap0s a remocao da saliva artificial, as amostras foram colocadas em contato com o indculo em
meio de cultura BHI, com aproximadamente 102 UFCs/mL da cepa A. actinomycetemcomitans
ATCC 29523. A incubacéo foi realizada por 48 horas em microaerofilia, gerada pela técnica da

chama de vela, criando uma atmosfera com 5 a 10% de COs-.

3.6 GRUPOS AMOSTRAIS

Amostras de indculos de A. actinomycetemcomitans ATCC 29523 foram utilizadas em
um grupo experimental, o grupo BuTBO (Butil azul de toluidina O). Dentro deste grupo temos
6 subgrupos, sendo eles o grupo controle (C); grupo laser (L) que corresponde a irradiacéo

méaxima de laser por 5 minutos; grupo fotossensibilizador (FS) sem irradiacdo, porém fica em
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contato com o FS durante 1 min correspondendo ao tempo de pré irradiacéo, e os grupos PDT
que apresenta 0 FS de escolha e diferentes tempos de irradiacdo (PDT1) com 1 minuto de
irradiacdo; (PDT3) com 3 minutos de irradiacdo e (PDT5) com 5 minutos de irradiagdo como

demonstrado na figura abaixo.

Figura 14 Fluxograma dos grupos experimentais

!
—

3.7 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (APDT)

Apos a formagdo do biofilme sobre as superficies das amostras bovinas, as amostras
foram lavadas trés vezes com 1 mL de PBS. Esse procedimento teve como objetivo remover
qualquer micro-organismo flutuante, garantindo que as condi¢cdes experimentais fossem
adequadas para a avaliacdo da eficacia do tratamento. A lavagem é crucial para minimizar
interferéncias na analise dos resultados.
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Figura 15 Imagem ilustrativa das amostras lavadas em PBS

Ap0s a lavagem das amostras, foram introduzidas em uma placa de 24 pogos, onde cada
poco continha 1 mL de PBS e uma amostra bovina com biofilme formado sobre ela. Foram
utilizados 6 pocos, onde cada um representou um dos grupos experimentais: controle,
fotossensibilizador, laser, PDT 1, PDT 3 e PDT 5.

As irradiagdes foram feitas com uma presilha onde todos os pogos foram irradiados com
o laser de diodo na mesma altura, proximo ao poco.

No grupo controle, todo o conteido do poco foi levado a um micro tubo plastico. No
grupo laser, o poco foi irradiado por 5 min e logo apds levado a um micro tubo pléstico. No
grupo fotossensibilizador, foi introduzido 10 pL de FS, deixando o biofilme em contato durante
1 min (correspondendo ao tempo de pré irradiacdo), e logo apos todo conteudo foi levado para
um micro turbo plastico. Para o grupo PDT 1, PDT 3 e PDT 5, cada poc¢o correspondente foi
introduzido 10 pL de FS e irradiado com laser durante 1, 3 e 5 min e logo apds levados a um
micro tubo pléastico.

Ap0s a preparacao dos tubos plasticos, todos foram homogeneizados em vértex por 30s,

como demonstrado na imagem 16.
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Figure 16 Imagem ilustrativa da terapia fotodindmica nos pogos nos grupos amostrais.
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Em seguida, 100 pL dos tubos plasticos de cada grupo foram transferidos para uma

placa de 96 pocos, onde cada poco continha 180 uL de PBS para a realizacdo de diluicdes

seriadas (107! a 107).

Aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram semeadas em triplicata em placas de &gar

BHI, que foram incubadas em anaerobiose a 37°C por 48 horas para a formacdo de unidades

formadoras de col6nias (UFC), que seriam contabilizadas para analise. Esse experimento foi

repetido trés vezes em dias diferentes para garantir a reprodutibilidade dos resultados.

Figura 17 Representagdo esquematica da placa de 96 pocos ilustrando a dilui¢do seriada dos grupos experimentais e a imagem

a direita representa as placas de agar BHI
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3.8 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

As amostras foram preparadas para a determinacdo das Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC). Cada tubo contendo 1 mL de BHI foi agitado em vortex e submetido a dilui¢es
seriadas de 10 a 10, conforme ilustrado na Figura 18. Em seguida, aliquotas de 10 L de
cada diluicdo foram semeadas em forma de estrias sobre a superficie do 4gar BHI em placas de
Petri. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 48 a 72 horas em condic¢des de
anaerobiose para a recuperacdo das bactérias. Apds a incubacdo, as UFC foram contadas e 0s
dados foram submetidos a analise estatistica para avaliacdo da eficacia dos tratamentos

experimentais.

3.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para criar imagens da estrutura do
biofilme apds a aPDT. Biofilmes de A. actinomycetemcomitans ATCC 29523 foram cultivados
em amostras de 2 x 4 mm de raiz dentaria bovina. As amostras, previamente esterilizadas e
hidratadas, foram colocadas em uma placa de 48 pogos e expostas a saliva artificial Kin Hidrat®
Spray por 2 horas para a formacdo de uma pelicula adquirida. Ap6s a remocao da saliva, as
amostras foram colocadas em contato com um in6culo em meio de cultura BHI, com
aproximadamente 10° UFCs/mL, durante 48 horas em microaerofilia gerada pela técnica da
chama de vela, que cria uma atmosfera com 5 a 10% de CO2. Apos a incubacdo, as amostras
foram lavadas trés vezes com PBS (pH 7,2) para remover microrganismos flutuantes. A aPDT
foi realizada em uma placa de 24 pocos, onde cada poco continha 1 mL de PBS e uma amostra
com o biofilme. Os grupos experimentais incluiram controle, fotossensibilizador, laser, PDT 1
(1 minuto), PDT 3 (3 minutos) e PDT 5 (5 minutos), com 10 puL de BuTBO em cada grupo que
utilizou o fotossensibilizador. Apos a irradiacao, os especimes foram fixados em glutaraldeido
a 2,5% por 1 hora a 25°C, seguidos de fixacdo secundaria em tetroxido de 6smio a 1% e
desidratagdo em etanol (50, 60, 70, 80, 90 e 100%). As imagens foram obtidas utilizando um

microscopio eletrdnico de varredura Hitachi TM3000 em uma colaborag¢do com a UFABC, em
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ampliacBes de 4000x e 8000x%, com 15 kVA, focando nas areas de maior densidade de biofilme.

Para avaliacdo qualitativa da estrutura do biofilme, foram observados trés espécimes por grupo.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas utilizando o software OriginPro 8. O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi empregado para verificar a distribuicdo dos dados. Para a anélise de variancia, foi
utilizado o teste ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey para comparacgdes de
médias. Os grupos foram considerados estatisticamente diferentes quando p <0,05. Além disso,

0 poder do teste para a amostra foi calculado, com resultado fixado em 1.
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4. RESULTADOS

Apds a contabilizacdo e analise das unidades formadoras de col6nias (UFCs) em
triplicata com o inoculo de A. actinomycetemcomitans ATCC 29523, foram comparados 0s
efeitos dos diferentes tratamentos sobre os grupos amostrais. Como ilustrado na figura 18, o
grupo Controle apresentou 102 células. Nos grupos Laser (com irradiacdo de 5 min) e FS
(fotossensibilizador BuTBO sem irradiacdo), a quantidade de células permaneceu estavel, sem
reducdo significativa.

No grupo PDT com 1 min de irradiacdo, também ndo houve alteragdo (p > 0,05). No
entanto, observou-se uma mudanca significativa a partir do grupo PDT com 3 min de irradiacéo
(p < 0,01). O grupo que recebeu PDT por 5 min apresentou a maior reducdo na contagem
microbiana, em comparacdo aos demais grupos (p < 0,01). A partir da PDT de 3 min, houve
uma diminuicao de 2 logs nas UFCs, reduzindo de 108 para 10° células. Com a PDT de 5 min,
a reducéo foi de 4 logs, passando de 108 para 10* células, o que representa uma diminuicéo de

99,99%, resultando em 10 mil células restantes.

Figura 18 Representacédo grafica dos resultados obtidos ap6s microscopia eletronica de varredura. As barras representam as
médias e desvio padrdo de bactérias vidveis recuperadas do biofilme. O eixo X apresenta os grupos testados e 0 eixo Y
quantifica UFC/mL
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Na Imagem 19, observamos as avaliagOes realizadas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) do biofilme de A. actinomycetemcomitans crescido e aderido sobre as
amostras bovinas.

As avaliacdes microscopicas foram realizadas nos grupos Controle, PDT 3 min e PDT
5min. Na imagem abaixo os grupos possuem duas ilustracdes, sendo a do lado esquerdo
obtidas com um aumento de 4000 vezes, e ao lado direito um aumento de 8000 vezes.

Pode-se observar que na imagem do grupo controle a superficie da amostra bovina se
encontra completamente coberta com biofilme, porém em uma Unica camada. Em contrates,
no grupo PDT 3 min, a cobertura do biofilme é mais escassa, permitindo a visualizacdo da
superficie da amostra em alguns pontos, com células ainda presentes, indicadas por setas
pretas. No grupo PDT 5 min, as células estdo presentes em menor quantidade e mostram
caracteristicas anormais, como perda de integridade da membrana e maior espagamento entre
elas. Essa imagem revela um pequeno aglomerado de células, sugerindo oxidagdo da matriz do
biofilme, com a superficie da amostra apresentando mais smear layer do que células. Esses
resultados destacam a eficacia da aPDT na reducéo do biofilme.

Ao analisar o MEV de cada grupo, fica evidente que a aPDT resultou em uma morte
bacteriana significativa em comparacgéo ao grupo controle. Especialmente no grupo PDT 5 min,
a superficie da amostra bovina apresenta uma grande area exposta, com uma quantidade
reduzida de células visiveis. Essa observacdo indica uma reducdo bacteriana expressiva,
evidenciando a eficAicia do tratamento na eliminacdo do biofilme de A.

actinomycetemcomitans.
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Figura 19 Imagem da microscopia eletrdnica de varredura dos grupos controle, PDT 3 min e PDT 5 min. No lado esquerdo das

imagens temos um aumento de 4000 vezes e no lado direto temos as imagens em um aumento de 8000 vezes.
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DISCUSSAO

Estudos clinicos anteriores que investigaram o0 uso da terapia fotodindmica
antimicrobiana (aPDT) como adjuvante no tratamento periodontal tém apresentado resultados
inconsistentes, especialmente devido a auséncia de padronizacdo nos parametros de irradiacdo
e a ampla variacdo nas profundidades das bolsas periodontais, que geralmente sdo profundas.
Nessas condi¢bes, a luz frequentemente nao atinge o fundo das bolsas, comprometendo a
eficacia da aPDT, uma vez que a terapia depende da combinacéo ideal entre luz e um agente
fotossensibilizador (FS). Além disso, a baixa tensdo de oxigénio em ambientes periodontais
profundos representa uma limitag&o adicional para a aPDT. Este estudo in vitro foi realizado
com o objetivo de avaliar se a utilizacdo de um novo fotossensibilizador, o butil azul de
toluidina O, poderia modificar suas caracteristicas fotoquimicas e, consequentemente, impactar
sua eficiéncia, gerando potenciais beneficios clinicos. Os pardmetros utilizados foram
selecionados com base em uma revisao bibliografica, considerando os mais citados na literatura,

além de dados obtidos em estudos-piloto realizados por nosso grupo (9,33).

De acordo com de Freitas et al., aPDT demonstrou eficacia na reducdo de S. mutans em
biofilmes monoespécies, mas os biofilmes multiespécies mostraram-se mais resistentes a agdo
antimicrobiana. Essa resisténcia pode ser atribuida a maior espessura e complexidade dos
biofilmes multiespécies. O tipo de fotossensibilizador utilizado e o tempo de aplicacdo da
terapia também desempenham papéis cruciais na eficacia antimicrobiana, uma vez que a dose
parece ser determinante para a eliminacdo das bactérias. Para superar essas limitacdes, pode
ser necessario explorar alternativas, como a utilizagdo de fotossensibilizadores que penetrem
mais eficientemente na matriz do biofilme ou a implementacéo de ondas fotomecénicas para
impulsionar a penetracdo do fotossensibilizador. Neste estudo, ao utilizar um biofilme
monoespécies de A. actinomycetemcomitans, obtiveram-se resultados positivos na morte
microbiana. Esses resultados podem ser atribuidos ao uso do butil azul de toluidina O como
fotossensibilizador, a estrutura do biofilme (que era uma Unica camada) ou a combinacgéo de
ambos os fatores. Ao avaliar a morte microbiana com aPDT, é fundamental considerar ndo
apenas 0s parametros dosimétricos e a fonte de luz, mas também a espessura do biofilme. Essa
interacdo complexa é essencial para compreender a eficacia da terapia em diferentes contextos
clinicos (46).
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Segundo Moro et.al.,, e Segarra-Vidal et.al., destacam uma grande dificuldade na
comparacdo de trabalhos utilizando aPDT, devido a falta de padronizacdo de protocolos
clinicos. Essa variabilidade inclui diferencas em comprimentos de ondas, fontes de luz, tempos
de irradiacdo e diferentes concentracdes dos FS. Essa auséncia de um protocolo clinico
uniforme para a aPDT no tratamento das doengas periodontais gera uma heterogeneidade
significativa entre os trabalhos que utilizam os FS fenotiazinas, apresentando uma diferenca de
71 a 94%. Por este motivo, essa limitacdo dificulta a comparacdo de dados com preciséo e

interpretacdo real dos beneficios da aPDT para esses pacientes (37,47) .

Os estudos de Setiawatie et.al., e Najafi et.al., consideram a aPDT para inativagao de
A. actinomycetemcomitans eficaz. Os dois autores utilizaram o FS indocianina verde e
curcumina, respectivamente. Em contrates, Tortamano et. al., utilizando o FS azul de metileno
em veiculo aquoso e em SDS nédo apresentou essa efetividade frente & essas bactérias. Ha uma
grande divergéncia entre os estudos clinicos e in vitro sobre a terapia fotodindmica
antimicrobiana, ressaltando a importéncia da padronizacao do tipo de FS e dos parametros de
irradiacdo (9,14,16).

Com a utilizacdo do FS azul de metileno na aPDT para inativacdo do biofilme A.
actinomycetemcomitans, observou-se que ndo houve diferenca estatistica significante na morte
microbiana entre o tempo de 1 e 3 min de irradiagéo, no entanto, com 5 min, demonstrando-se
uma reducdo consideravel, apresentando uma morte de 99,85%. Esses resultados séo
comparaveis aos do presente estudo, pois apresentou uma morte microbiana nesta espécie
bacteriana de 99,99% durante a irradiagdo de 5 min. Porém ao comparar a irradiagdo de 3 min,
neste estudo presente obtivemos uma queda microbiana de 2 logs e o corante de escolha foi 0
FS Butil azul de toluidina O (BuTBO). Com essas comparagdes podemos observar uma

eficacia do BUuTBO em comparagdo ao AM (9,35).

Estudos comparando a aPDT com a utilizacdo do azul de metileno, azul de toluidina O
e butil azul de toluidina O no tratamento das doencas periodontais indicaram que este ultimo

resultou em uma menor extensdo do processo inflamatorio e menor perda 6ssea alveolar (45).

A utilizagdo do FS da familia das fenotiazinas em ensaios clinicos utilizando altas

concentragfes e acima de 100 puM, apresentam mais dimeros que monémeros em solugdo
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aquosa. A dimerizacdo destes corantes podem prejudicar a eficicia dos mesmos, sendo assim
necessario um fotossensibilizador mais eficaz ou um método melhor ou até mesmo um veiculo
melhor para elevar o efeito antimicrobiano e consequentemente melhorar os efeitos clinicos
fornecidos pela aPDT (37,48).

Com essa necessidade de melhoras clinicas, foi criado um fotossensibilizador da familia
das fenotiazinas, o BuTBO. Este FS é uma modificag&o fisico-quimica do ATO, e é um corante
recém-sintetizado. Foi formulado com o intuito de melhorar a acdo antimicrobiana dos corantes.
Com essas modificacdes na sua estrutura molecular foi possivel observar aumentos no
comprimento de onda de absorcéo visivel, diminuicdo do ombro de comprimento de onda
inferior ao pico principal de absor¢do na regido vermelha com o aumento do tamanho do grupo
aquil em C-2, lipofilicidade com o aumento do teor de hidrocarbonetos, diminuicdo da
agregacdo de derivados com substituintes mais volumosos e producdo de oxigénio singlete.
Mesmo assim ainda é recomendavel estudos adicionais para explorar diferentes combinagdes
de tempo de irradiacdo e dosagens de BuTBO, visando aprimorar ainda mais 0s resultados
terapéuticos (43).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a terapia fotodindmica (aPDT)
combinada com o fotossensibilizador BuTBO é eficaz na reducéo da carga bacteriana de A.
actinomycetemcomitans. O tempo de irradiacdo é um fator muito importante para maximizar a
eficacia do tratamento, e com 3 e 5 min de irradiacdo obtivemos resultados significativos, sendo
que 3 mim reduziu 2 logs e 5 min reduziu 4 logs da concentracéo original.

Dessa forma, 0 BuTBO se destaca como um fotossensibilizador promissor no combate

a infeccOes, e demonstra um potencial significativo para futuras aplicagdes clinicas.
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