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EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA SOBRE Enterococcus faecalis: ESTUDO
IN VITRO

Rodrigo Queiroga de Moura*:
Daliana Queiroga de Castro Gomes

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, o efeito da Terapia Fotodinamica sobre
Enterococcus faecalis. Foram utilizadas cepas padréo de Enterococcus faecalis, e 0
indculo microbiano foi padronizado em espectrofotdmetro de modo a obter uma
absorbancia a 5x10°UFC/mL. Para o preparo do inéculo, 50uL do estoque
bacteriano foi reativado em 5mL de Brain Heart Infusion, e o equivalente a uma algca
de platina desse caldo de bactérias foi repicado. ApGs isso, coletou-se uma aliquota
de 300 pL e adicionou-se em 4mL de BHI. Os ensaios foram dispostos em trés
grupos: Grupo 1 — Controle Negativo, Grupo 2 — Controle Positivo e o Grupo 3 —
TFD. O Controle Positivo foi testado nas concentracées de 2mg/mL, 1mg/mL e
0,5mg/mL. No grupo da TFD, adicionou-se 80uL do corante Azul de Metileno
manipulado a 0,1% com tempo de pré-irradiacdo de cinco minutos para posterior
irradiacdo com o Laser Diodo de baixa poténcia (InGaAlP, comprimento de onda de
660nm, poténcia de 100mW, energia de 6J, dose de 214 J/cm?, &rea de spot de
0,028 cm?). Para avaliacdo dos resultados, realizou-se analise pelo Teste de Tukey
e ANOVA. Os dados evidenciaram diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (p < 0,001), com menor contagem de micro-organismos para o Grupo 3,
seguida pelo Grupo 2 e pelo Grupo 1, com médias de 7,46; 8,71; 8,77,
respectivamente. O estudo sugere que a TFD é um meio eficaz para reducao do
potencial bacteriano de E. faecalis.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis. Terapia FotodinAmica. Endodontia. Andlise
Microbiologica.

“ Graduando de Odontologia pela Universidade Estadual da Paraiba — UEPB,
roqueirogam@gmail.com

“Professora Doutora do Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB,
dgcgomes@hotmail.com.
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EFFECT OF PHOTODYNAMIC THERAPY ON Enterococcus faecalis: AN IN
VITRO STUDY

Rodrigo Queiroga de Moura*:
Daliana Queiroga de Castro Gomes

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate, in vitro, the effect of Photodynamic
Therapy on Enterococcus faecalis. Standard strains of Enterococcus faecalis were
used, and the microbial inoculum was standardized in a spectrophotometer in order
to obtain an absorbance at 5x10 5 CFU / mL. To prepare the inoculum, 50uL of the
bacterial stock was reactivated in 5mL of Brain Heart Infusion, and the equivalent of
a platinum loop of this bacterial broth was recovered. After that, a 300 yL aliquot was
collected and added in 4 mL of BHI. The trials were arranged in three groups: Group
1 - Negative Control, Group 2 - Positive Control and Group 3 - PDT. Positive Control
was tested at concentrations of 2mg / mL, 1mg / mL and 0.5mg / mL. In the PDT
group, 80 uL of the 0.1% methylene blue dye with a five minute pre-irradiation time
was added for further irradiation with the low-power Laser Diode (InGaAIP, 660 nm
wavelength, 100mW, energy of 6J, dose of 214 J / cm?, spot area of 0.028 cm?). For
the evaluation of the results, the Tukey's test and ANOVA were analyzed. The data
showed statistically significant differences between the groups (p <0.001), with a
lower microorganism count for Group 3, followed by Group 2 and Group 1, with a
mean of 7.46; 8.71; 8.77, respectively. The study suggests that PDT is an effective
means to reduce the bacterial potential of E. faecalis.

Keywords: Enterococcus faecalis. Photodynamic Therapy. Endodontics.
Microbiological Analysis.

" Student of Dentistry at State University of Paraiba, roqueirogam@gmail.com
PhD, Department of Dentistry of the State University of Paraiba, dqcgomes@hotmail.com.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios da terapia endodéntica € a remoc¢do do tecido
pulpar necrético e seus debris, bem como a reducédo da populacdo microbiana do
sistema de canais radiculares (SCR) (ESLAMI, 2019). Convencionalmente, algumas
medidas tém sido adotadas para erradicar a colonizacdo bacteriana do interior do
SCR, incluindo a remocédo quimico-mecéanica (por meio de instrumentos e irrigacao
com solugdes antimicrobianas) e utilizagdo de medicagdes intracanais (XU et al.,
2019). No entanto, as técnicas tradicionais ndo conseguem prover a eliminacédo
completa de todos os micro-organismos (DIOGO et al., 2017, TOKUC; OZALP;
TOPCUOGLU; KULEKCI, 2019).

A falha do tratamento endodbntico é avaliada pela presenca de sinais e
sintomas e, dos achados imaginoldgicos do dente tratado. Essas caracteristicas
permitem avaliar a auséncia de dor, o desaparecimento de processos inflamatorios e
fistulas e completa cura periapical com neoformacao 6ssea (PRADA et al., 2019).

A permanéncia de patégenos especificos no interior do canal radicular tem
potencial associado ao fracasso da terapia endodontica. Isso, entéo, impossibilita a
cura dos tecidos periapicais e aumenta a severidade do quadro mérbido (LACERDA
et al., 2016).

Enterococcus faecalis (E. faecalis) é apontada, em estudos de analise
microbiolégica, como sendo uma das principais espécies que colonizam o SCR em
situacBes nas quais houve falha do tratamento endodoéntico e que foi apresentado
quadros de infeccbes secundarias e persistentes (SAKKO; TJADERHANE;
RAUTEMAA-RICHARDSON, 2016, PEREIRA et al., 2017). E. faecalis merece
atencao pois é uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa e que faz parte da
microbiota do trato gastrointestinal, sendo encontrada na cavidade bucal por meio da
ingestdo de comidas contaminadas (DIOGUARDI et al., 2019).

O mecanismo que sucede a penetragdo de E. faecalis no interior do SCR
ainda ndo é compreendido, mas sabe-se que a patogenicidade desse micro-
organismo € atribuida pelo fato de conseguir se adaptar frente as condi¢des
adversas, como longos periodos sem nutricdo e conseguir sobreviver em pH
alcalino; capacidade de invadir os tubulos dentinarios e crescimento na forma de
biofilme ou colénia Gnica (LACERDA et al., 2016, CAMACHO-ALONSO; JULIAN-
BELMONTE; CHIVA-GARCIA; MARTINEZ-BENEYTO, 2017, KERMEOGLU et al.,
2018, DIOGUARDI et al., 2019).

Os principios de limpeza e modelagem do canal sdo capazes de reduzir a
microbiota existente no interior de dentes infectados, mas ndo sdo capazes de
dispor de uma completa antissepsia, sendo indicada a complementacdo da
desinfeccdo com medicacdes intracanais (ZANCAN et al., 2016). O hidroxido de
célcio (HC) continua sendo a medicacao intracanal mais utilizada por dispor da
liberacéo de ions hidroxila que leva a desnaturacao proteica e, consequentemente, a
destruicdo citoplasmatica e DNA de bactérias, além de elevar o pH do meio
tornando-o alcalino (SIQUEIRA JR; LOPES, 1999, ZANCAN et al., 2016).

Todavia, a acdo do HC sobre E. faecalis continua a ser questionada, tendo
em vista as propriedades de sobrevivéncia inerentes a esse micro-organismo
(LOUWAKUL; SAELO; KHEMALEELAKUL, 2017). Entretanto, acredita-se que o
mecanismo que induz resisténcia a E. faecalis pelo HC é explicado de modo que,
com a elevacdo do pH, tal espécie sofria estresse e forcava-a a sintetizar proteinas
gue debelassem tal condicdo, criando uma bomba de prétons para acidificar o
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citoplasma e garantir a vitalidade celular (EVANS; DAVIES; SUNDQVIST; FIGDOR,
2002).

Buscando a resolutividade dessa particularidade, métodos avancados de
desinfeccdo sdo necessarios para a erradicacdo de biofilmes resistentes as terapias
convencionais (DIOGO et al, 2017). Desta forma, destaca-se a Terapia
Fotodinamica (TFD) como uma técnica auxiliar que combina a aplicacdo do laser de
baixa poténcia na presenca de uma substancia quimica fotossensivel. A irradiacao,
as moléculas fotossensibilizadoras sédo excitadas e culminam na formacdo de
oxigénio singleto e outros produtos secundarios que sao capazes de gerar danos
celulares sobre a microbiota (SILVA et al.,, 2016; HSIEH et al., 2018). Trata-se,
portanto, de uma terapia indolor, localizada e que n&o induz resisténcia microbiana
(FREITAS, 2015).

Existem trés principais fontes de luz utilizadas na TFD: os lasers, as luzes
emissoras de diodo (LEDs) e as lampadas haldégenas. Dentre elas, a melhor fonte de
luz para a realizagdo da TFD é a base de laser, uma vez que apresenta
caracteristicas proprias como emissdo estimulada da luz; pico de ativacdo do
fotossensibilizador compativel ao espectro de saida da poténcia do laser; coeréncia
das ondas na mesma frequéncia; luz em direcédo Unica; acdo colimadora, que torna o
comprimento de onda especifico e incapaz de sofrer alteragcbes que comprometam o
tratamento e dispde da possibilidade de acoplamento de fibra 6ptica. Esses atributos
concedem ao laser uma melhor eficacia do tratamento e um melhor aproveitamento
da luz irradiada (NAGATA et al., 2012).

O fotossensibilizador Azul de Metileno € o mais conhecido, cuja maxima
absorgcéao ocorre em 664nm, o qual opta-se, para a realizagcédo da TFD, os lasers de
baixa poténcia por apresentar comprimento de onda coincidente. Seu carater
catibnico permite que este interaja com grupamentos anibnicos presentes na
superficie dos micro-organismos, deixando-o por um tempo o qual ocorre a
interacdo, que € chamado de “pré-irradiagao” (EDUARDO et al., 2015).

Nesse contexto, é fato que o mecanismo de desinfec¢cdo da TFD sobre E.
faecalis ndo esta todo elucidado e, assim, necessita de mais estudos para a sua
explicacdo. Com base nisso, este trabalho objetivou a avaliacéo, in vitro, do efeito da
TFD sobre Enterococcus faecalis.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento da Pesquisa

Esta pesquisa € do tipo experimental laboratorial, in vitro, com observagéo
direta sobre o efeito da TFD frente a patogenicidade de E. faecalis.

2.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no setor de microbiologia do Laboratério de
Desenvolvimento e Ensaio de Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB).

2.3 Micro-Organismos e Inéculo Microbiano
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Foram utilizadas cepas padrdao de Enterococcus faecalis (American Type
Culture Collection — ATCC — 29212) cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro, Brasil), disponiveis no setor de microbiologia do LABDEM da UEPB.

O inoculo microbiano foi padronizado em espectrofotbmetro no comprimento
de onda de 625nm de modo a obter uma absorbéancia de 0,08 a 0,10, de acordo com
as normas do documento M07-A9 (CLSI, 2012), correspondendo a 5x10°UFC/mL.

Para o preparo do in6culo, 50uL do estoque bacteriano congelado com
glicerol 20% foi reativado em 5mL de Brain Heart Infusion (BHI), deixado por 18
horas em estufa a 37°C. Ap6s 18 horas, o0 equivalente a uma al¢a de platina desse
caldo de bactérias foi repicado em BHI agar, de modo a observacdo de
contaminagdo ao final de 24 horas de incubagdo a 37°C. Nao havendo
contaminacgdo, 5-10 col6nias isoladas da placa foram reativadas em 10mL de BHI e
levadas novamente a estufa por 18 horas a 37°C. Apés esse periodo, desse caldo
contendo bactérias, coletou-se uma aliquota de aproximadamente 300 pL e
adicionou-se em 4mL de BHI. O conteddo desse tubo foi levado ao
espectrofotdbmetro com comprimento de onda 625nm, abs 0,08-0,1. Quando o
intervalo de absorbancia foi atingido, obteve-se um in6culo com concentracéo de 1,5
x 108 UFC/mL que foi diluido em caldo BHI a fim de obter a concentrac&o final nas
microplacas de 0,5 x 10°UFC/mL que é igual a 5 x 10°UFC/mL.

2.4 Distribuicédo dos Grupos

A partir das suspensdes padronizadas de E. faecalis foram realizados ensaios
Com 0S grupos experimentais e controle de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1. Grupos experimentais e controle do estudo.

GRUPO INTERVENCAO
1 Controle Negativo (controle de crescimento)
2 Controle Positivo (Hidroxido de Calcio)
3 TFD (Terapia Fotodinamica)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Fig. 1. Esquema representativo da distribuicdo dos grupos e
controle. Em 1: Controle negativo; em 4: controle de esterilidade
do meio; em 8: Controle positivo; em 12: TFD.
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A fonte de luz utilizada foi o Laser InGaAIP Therapy XT (DMC Importacado e
Exportagcdo de Equipamentos Ltda, Séo Carlos, SP, Brasil), com comprimento de
onda (A) de 660 nm. O feixe de luz vermelho foi incidido com poténcia util de 100
mW em uma area de spot correspondendo a 0,028 cm?, resultando em uma dose
aproximada de 214 J/cm? durante cada aplicacdo. A energia total foi de 6,0 J, com
altura do poco 0,5 cm das células bacterianas presentes nos pocos. A emissao do
laser foi continua com modo de operacdo pontual e aplicacdo perpendicular aos
pocos. As caracteristicas da fonte de luz utilizada € descrita conforme o Quadro 2.

Quadro 2. Caracteristicas da fonte de luz utilizada.

Composigao INnGaAIP
Energia 6,0 J
Comprimento de onda 660 nm
Poténcia 100 mwW
Modo de acéo Continuo
Diametro da ponta 0,028 cm®
Dose 214 Jlcm?
Tempo 60 s
Aplicacao Perpendicular

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
2.5 Anadlise antibacteriana

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos estéreis (CRAL artigos para
laboratério LTDA, Cotia, SP, Brasil) nas quais 0s grupos experimentais e controles
pré-estabelecidos foram dispostos fisicamente separados entre si, a fim de evitar a
possibilidade de sobre-exposicao de irradiacdo entre os grupos submetidos ao laser,
como também qualquer absorcao minima pelos demais (Figura 3). Além disso, um
anteparo plastico da cor preta foi colocado para impedir a passagem de luz para os
outros pocos e evitar sobre-exposicéao.
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Fig. 2. Distribuicdo dos grupos analisados na microplaca de

ki tndoa o s

onte: Elaborada pelo autor, 2019.

Inicialmente, para todos os grupos, foram inseridos 100uL de meio de cultura
estéril (BHI para E.faecalis) e 20uL do indculo bacteriano. Foram realizados controle
de crescimento microbiano inserindo apenas meio de cultura caldo estéril nos pocos
e a respectiva aliquota de in6éculo microbiano, controle de esterilidade do meio caldo,
e controle positivo com Hidréxido de Calcio diluido em &agua destilada a 4mg/mL
(Figura 4).
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Fig. 3. Preparo do in6culo bacteriano para a andlise dos respectivos grupos
experimentais.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

O controle positivo com HC foi testado nas concentracdes de 2mg/mL,
1mg/mL e 0,5mg/mL.

No Grupo 3, apos a inser¢cdo do meio de cultura e do inoculo, foi adicionado
80uL do corante Azul de Metileno manipulado a 0,1% (Quadro 3), cujo grupo
recebeu o volume da substéncia inserido em cada pogo da triplicata perdurando por
um tempo de pré-irradiacao de cinco minutos e, apos isso, cada poco foi irradiado
com o Laser Diodo (Figura 5).

Quadro 3. Formulagéo do fotossensibilizador Azul de Metileno.

Produto Concentragao Funcao
Azul de Metileno 0,1% Ativo
Metilparabeno 0,2% Conservante
Propilparabeno 0,2% Conservante
Agua purificada pelo 100% Veiculo
método osmose reversa
gsp

Fonte: Segundo informagdes da Farmacia de Manipulagao DILECTA, 2019.
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Fig. 4. Irradiacdo com Laser de Diodo no Grupo 3.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

A distancia entre 0s po¢cos que receberam irradiacdo laser foi de,
aproximadamente, 7,0 cm. O objetivo desse espacamento foi respeitar os limites
visiveis da irradiacdo e impedir que a aplicacdo do laser em um grupo influenciasse
o adjacente.

Os testes foram realizados em triplicata e em capela de fluxo laminar.

2.6 Analise Estatistica

O pressuposto de normalidade dos dados foi avaliado por meio do teste de
Shapiro-Wilk. O teste ANOVA foi realizado para comparar a quantidade de Unidades
Formadoras de Colbnias — UFC (expressas em valores numéricos de logl0),
seguido do teste de Tukey para comparagBes mdltiplas de médias. O nivel de
significancia foi fixado em p < 0,05 (LARSON; FARBER, 2016). Todas as andlises
foram conduzidas usando o software IBM SPSS versao 20.0 e considerando um
intervalo de confianca de 95%.

3 RESULTADOS

Os dados evidenciaram diferencas estatisticamente significativa entre os
grupos (p < 0,001), com menor contagem de micro-organismos para o Grupo 3,
seguida pelo Grupo 2 e pelo Grupo 1, com meédias de 7,46; 8,71; 8,77,
respectivamente.
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Tabela 1. Atividade antibacteriana frente & Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
expressa em Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL).

Variaveis UFC/mL (log10)
Grupo M DP
G1 (controle negativo) 8,77" 0,02
G2 (HC em forma pura) 8,71° 0,02
G3 (TFD) 7,46 0,01

ANOVA (p-valor < 0,001)

Nota. M = média; DP = desvio-padrédo; Letras diferentes denotam resultados

significativamente diferentes ao nivel de p < 0,05.
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

4 DISCUSSAO

Neste trabalho, observou-se que a TFD utilizada como meio indutor de morte
das cepas de E. faecalis foi o tratamento que mais conseguiu destruir as colonias
bacterianas, apresentando uma grande reducdo na sua quantidade. Esse resultado
encontrado esta de acordo com outros estudos in vitro, os quais, avaliando a eficacia
da TFD frente a E. faecalis, observaram expressiva reducdo nas colbnias do
patdgeno em questdo (FOSCHI et al., 2007, WANG; HUANG, 2014, PRAZMO;
GODLEWSKA; MIELCZAREK, 2017, CAMACHO-ALONSO; JULIAN-BELMONTE;
CHIVA-GARCIA; MARTINEZ-BENEYTO, 2017).

Outras andlises in vivo, como as realizadas no estudo de Ahangari et al.
(2017), e ex-vivo, como a de Eslami (2019), mostraram que, utilizando a TFD, houve
morte bacteriana com superioridade significativa ao grupo que apenas usou o HC.
Ja no ensaio clinico de Asnaashari, Ashraf, Rahmati e Amini (2017) houve uma leve
diferenca entre a morte induzida por TFD e por HC, mesmo estando a TFD com
potencial maior de destruicéo.

O micro-organismo E. faecalis foi utilizado neste estudo por se tratar de uma
bactéria frequentemente associada com casos de infeccdo secundaria e persistente
e, além disso, apresenta propriedades que a tornam tdo resistente aos meios
utilizados para descontaminacdo do SCR. Dentre elas, destaca-se a sua alta
capacidade de penetracdo nos tubulos dentinarios e sua aptiddo na formacao de
biofilmes organizados e resistentes (ASNAASHARI; ASHRAF; RAHMATI; AMINI,
2017). Como tal, outras pesquisas também utilizaram essa espécie para a
verificacdo do efeito da TFD sobre ela (FOSCHI et al., 2007, MIRANDA et al., 2013,
ASNAASHARI et al.,, 2016, AHANGARI et al., 2017, ASNAASHARI; ASHRAF;
RAHMATI; AMINI, 2017, ESLAMI, 2019, MISBA; ABDULRAHMAN; KHAN, 2019).

Nesta pesquisa, a eficacia do HC foi avaliada mediante concentracdes
variadas dele frente a patogenicidade de E. faecalis, o qual mostrou reducéo na
guantidade de colbnias bacterianas existentes. Alguns estudos, como o de
Louwakul, Saelo e Khemaleelakul (2017) sugeriram que o HC, em sua forma pura, é
incapaz de promover a morte de E. faecalis; fato que também esta de acordo com
outros estudos, os quais, buscando testar o potencial antibacteriano do HC contra E.
faecalis, mostraram pouca inducdo de morte do micro-organismo quando em
comparacao com grupos que sofreram outras interven¢gdes (LOUWAKUL; SAELO;
KHEMALEELAKUL, 2017, ASNAASHARI; ASHRAF; RAHMATI; AMINI, 2017,
RABELLO et al., 2017).

Misba, Abdulrahman e Khan (2019) afirmaram que o tratamento endododntico
atual apresenta limitacfes no que diz respeito a eliminagédo do biofilme existente no
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interior do canal radicular. Além disso, propuseram também que a resisténcia de
muitos micro-organismos levou a necessidade urgente de utilizar uma técnica
alternativa que ndo proporcione resisténcia da microbiota, sugerindo, entdo, a TFD
como um tratamento auxiliar no combate as infec¢des e por atuar seletivamente nas
células-alvo enquanto ndo danifica as células adjacentes.

O comprimento de onda é uma particularidade importante a ser evidenciada
guando da realizacdo da TFD para morte microbiana. Asnaashari et al. (2016)
ratificaram essa informacéo, visto que propuseram, em seu estudo, uma eficacia
maior para a destruicdo de E. faecalis quando o comprimento de onda situa-se
proximo a 630nm. Neste estudo, o comprimento de onda da fonte de luz utilizada foi
de 660nm, o qual apresentou elevada morte microbiana, estando de acordo também
com o estudo de Foschi et al. (2007).

O fotossensibilizador também é um importante item dentro da TFD, uma vez
gue ele se acoplara as células-alvo para, entdo, promover a morte microbiana. Nesta
andlise, o fotossensibilizador usado foi o azul de metileno a 0,1%, concordando com
outros estudos que também o adotaram como corante para a realizacdo da TFD,
demonstrando uma potencial destruicdo da mesma espécie bacteriana aqui
estudada (FOSCHI et al., 2007, MIRANDA et al., 2013, ASNAASHARI et al., 2016,
AHANGARI et al., 2017).

Como foi visto em varios estudos utilizando a TFD, houve uma expressiva
reducdo na quantidade de E. faecalis. Assim sendo, pode-se afirmar que a TFD é
uma terapia complementar de outros meios para que se possa estender e aumentar
o grau de desinfeccdo do SCR e proporcionar longevidade do procedimento
endodéntico. E necessario que estudos clinicos sejam realizados para que se possa
conhecer e padronizar a TFD como sendo uma terapia da vivéncia odontoldgica.

5 CONCLUSOES

O presente estudo sugere que a TFD é um meio eficaz quando da reducéo do
potencial bacteriano de E. faecalis, podendo ser tomada como meio indutor
coadjuvante para a destruicdo microbiana.

O HC em sua forma pura apresentou diminuicdo na quantidade de cepas
existentes.

Por conseguinte, propde-se, segundo mimetizagdo no meio laboratorial, que a
TFD é eficaz como auxiliar dos meios fisicos e quimicos utilizados no preparo do
canal radicular para descontaminar o contetdo séptico do seu interior.
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submission. You will be asked to provide the DOI, pre-reserved DOI, or other
persistent identifier for the data set.

10.Geolocation information. Submitting a geolocation information section, as a
separate paragraph before your acknowledgements, means we can index your
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make your article more discoverable to others.
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Please supply editable files.
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