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Resumo- A placa bacteriana é constituida de bactérias, células epiteliais descamadas, macromoléculas e
restos alimentares, que se aderem a superficie do dente e constituem o primeiro passo para do
desenvolvimento da carie dentaria. Os laseres quando associados a corantes (substancias
fotossensibilizadoras), provocam morte celular, eliminando as bactérias em um curto periodo de tempo,
processo hoje conhecido como terapia fotodindmica. O Streptococcus mutans é o principal agente etioldgico
da doenga, e sua reducdo é essencial para prevenir o risco de céarie. Este estudo avaliou a acdo da
substancia fotossensibilizadora - azul de toluidina (100ug/ml) irradiada com LED (diodo emissor de luz -
640nm), com 116 mW de poténcia sobre um meio de cultura (caldo sacarosado) com Streptococus mutans.
Foram preparadas amostras, divididas em quatro grupos: 1-grupo controle (+), 2- azul de toluidina, 3-LED e
azul de toluidina, 4- somente LED. Foi feita a avaliacdo da formacdo de placa bacteriana nas amostras
através de fotografia digital e microscopia eletronica de varredura (MEV), que permitiu concluir a reducao de
placa bacteriana no grupo tratado com LED e azul de toluidina.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica, S. mutans, LED.

Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude.
Introducéo

Atualmente, a prevencdo tem sido de
fundamental importancia em varios segmentos da
area da saude, e como a odontologia € uma
especialidade atenta a prevencdo, as causas da
carie vém sendo estudadas exaustivamente.

A placa bacteriana estd relacionada as
fases iniciais do desenvolvimento da carie
dentaria, que também constitui uma doenca
microbiana e infecto-contagiosa. A carie atinge os
tecidos calcificados dos dentes, causando
primeiramente  desmineralizacdo da  parte
inorganica, progredinido para a destruicdo da
parte organica do dente. Clinicamente existe uma
grande limitacdo entre a identificacdo de zonas
infectadas das estruturas dentais sadias,
culminando, muitas vezes, em remocado de tecido
sadio durante os procedimentos restauradores
(BURNS et al., 1994). Atualmente, o tratamento da
doenca cérie consiste na remocao bacteriana
mecanica (curetas e brocas), eliminando todo ou
parte do tecido contaminado. Varios métodos
alternativos estdo sendo estudados com a
finalidade de encontrar uma maneira menos
invasiva, menos dolorosa e mais rapida na
remocdao da carie.

Na odontologia, os laseres e LEDs estéo
sendo utilizados principalmente como auxiliares na
reducdo bacteriana (GARCEZ et al., 2003, ZANIN,
2005). Na maioria dos casos, séo laseres de alta

poténcia, que emitem grandes intensidades
luminosas, causando danos aos tecidos dentais.
No entanto os laseres de baixa poténcia, quando
associados a corantes, podem levar a morte ou
reducdo dos microrganismos, sem causar danos
ao organismo, processo conhecido como Terapia
Fotodinamica.

Varios estudos foram realizados
associando diferentes substancias
fotossensibilizadoras a laseres de baixa poténcia
com varios comprimentos de onda (WILSON et al.,
1992; BURNS et al, 1994). A substancia
fotossensibilizadora (corante) funciona como um
agente de absor¢do éptica ou croméforo, que apés
irradiacdo gera fluorescéncia. Esta por sua vez,
causa citotoxicidade no meio. E fundamental o uso
de um corante adequado ao comprimento de onda
da fonte de luz de excitacdo. Buscando fontes
alternativas de irradiacdo, o emprego do LED na
regido do vermelho do espectro eletromagnético
tem sido investigado de forma incipiente. Assim, a
proposta deste estudo foi avaliar o efeito, in vitro,
do LED (640 nm) associado ao azul de toluidina
(AOT) sobre a dindmica de formacdo de placa
bacteriana pelo Streptococcus mutans (S.
mutans).

Materiais e Métodos

Confeccdo do corpo de prova: Capilares
de vidro foram aquecidos para poderem formar
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alcas, e dar um formato semelhante a uma
bengala. Os corpos de prova utilizados foram
confeccionados manualmente, por um Unico
individuo para padronizar o tamanho dos mesmos.
Todas as bengalas foram esterilizadas em
autoclave vertical (Phoenix AV 75), colocadas em
meio de cultura durante o processo de formacgéo
de placa bacteriana. As amostras (tubo de ensaio,
bengala de vidro e meio de cultura) foram divididas
em quatro grupos:
GRUPO 1: controle (+);
GRUPO 2: tratado com AOT (100 pg/mL);
GRUPO 3: tratado com AOT (100 pg/mL) e
fotossensibilizado com LED (terapia fotodinamica);
GRUPO 4: irradiado com LED.

Uma bengala foi utilizada como controle
negativo.

Cepa utilizada: O microrganismo utilizado foi o S.
mutans (ATCC 25175). A concentracdo foi obtida
utilizando a escala Mac Farland, adicionando com
alcas descartaveis de 10uL cepas do
microorganismo e comparando a turvacdo dos
tubos com a escala de 0,5 Mac Farland. A
concentracdo final obtida foi de 1,5 x 10° (150
milhdes) de S. mutans por mL do meio.

Meio de cultura: O meio de cultura utilizado foi o
caldo sacarosado, contendo: 20g de TSB (caldo
triptico de soja), 2g de cloreto de sédio, 3g de
fosfato de potassio dibasico, 2g de fosfato de
potassio monobasico, 1g de carbonato de
potassio, 0,12g de sulfato de magnésio, 0,015g de
sulfato de manganés e 50g de sacarose. Os
ingredientes foram diluidos em 1 litro de &gua
destilada, aquecidos até a diluicdo completa. O
caldo sacarosado foi dividido em tudos de ensaio
e esterilizado em autoclave por 20 minutos a
121°C, depois foi mantido por 24 horas em estufa
(incubadora Fanem 002 DB) a 37°C para
confirmar a esterilidade do mesmao.

Luz utilizada: A luz utilizada foi um LED (ligth
emitting diode, em portugués, diodo emissor de
luz) emitindo radiacdo eletromagnética em 640 nm
(Microdont), com poténcia média de emissdo de
116mW, por um periodo de 480s. A distancia do
feixe até a bengala foi de 2,0cm, e a area
irradiada foi de 9,62cm?, a uma densidade de
energia de 5,78J/cmz.

Figura 1- Irradiacdo sobre a placa de Petri.

Substancia Fotossensibilizadora: A substancia
fotossensibilizadora utilizada foi o azul de toluidina
(Férmula & Acao) com concentracdo de 100
pg/mL, com pH de 5. (BURNS et al.,, 1994; De
SIMONE et al.,, 1999; KOMERICK et al., 2003;
WILLIAMS et al., 2004)

Resultados

Primeiramente foram registradas
fotografias digitais das bengalas de vidro. Através
da andlise de imagem magnificada em 3 vezes,
observou-se a formacdo de placa bacteriana em
todos os grupos experimentais. Contudo no grupo
3, os resultados mostraram que o LED associado
ao azul de toluidina reduziu a formagéo de placa
bacteriana em comparacdo com o0s demais
grupos.

Figura 2 - Presenca de placa bacteriana
evidenciada nos grupos 1 (a), 2 (b) e 4(c).

Figura 3 — Reducdo de placa bacteriana na
superficie do vidro do grupo 3.

Através da andlise qualitativa das imagens
de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das
bengalas do grupo 3, observou-se a reducdo da
formacdo de placa bacteriana, com padrdes
semelhantes ao controle negativo (bengala de
vidro) conforme figura 4 abaixo.

Figura 4— MEV Grupo 3 (a) e controle negativo
(b). 1000x.

Nas imagens dos grupos 1, 2 e 4, nédo
ocorreu mudanga na conformacgdo estrutural das
bengalas de vidro, como mostra as figuras 5 e 6 (a
e b).
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Figura 6 —MEV Grupo 2 (a) e 4 (b). 1000x.

Discussao

Emprego adequado da terapia fotodindmica
(TFD), como método alternativo na eliminacdo de
microrganismos patolégicos do meio bucal, tem
norteado de forma expressiva a realizacdo de
pesquisas na area médica e tecnoldgica
(PAULINO et al., 2005). O uso de um laser de
baixa poténcia associado a um agente
fotossensibilizador (corante) vem sendo utilizado
em varios estudos com o objetivo de reducao
microbiana, tendo como vantagem a efetivacédo
desta em curto periodo de tempo (segundos ou
minutos), podendo ser uma alternativa ao uso de
antibidticos e anti-sépticos (WILLIAMS et al.,
2004). Atualmente, os LEDs esté@o surgindo como
uma fonte de luz alternativa na TFD aplicada a
reducao bacteriana (ZANIN et al., 2003). Em 2005,
Zanin et al., estudaram a reducdo de
Streptococcus mutans com azul de toluidina
associado a um laser de He—Ne comparado a um
LED in vitro, onde verificaram a significante
reducdo microbiana (99,99%), independente da
fonte de luz utilizada (LED ou laser na regido do
vermelho do espectro eletromagnético). Porém,
muitos estudos tém demonstrado que as bactérias,
quando presentes em um biofilme, sdo mais
resistentes ao tratamento do que quando estédo
presentes em meios de cultura (ZANIN et al.,
2002), sendo necessario o emprego de varios
corantes e diversas fontes de luz para que ocorra
efeito antibacteriano, mostrando a necessidade de
estudos in vivo para confirmar a eficiéncia da

terapia. O emprego da luz ndo polarizada dos
LEDs é atestada como valida nesta terapia, pois a
relacdo de interacdo luz-corante se mantém
apropriada, pois para produzir efeito
antibacteriano, os corantes devem apresentar
picos de absorcdo proximos ao comprimento de
onda da luz utilizada (WILSON et al., 1992,
GARCEZ et al., 2003). No presente estudo
empregou-se um LED com comprimento de onda
de médio de 640nm, uma vez que o pico de
absorcdo do corante estudado (azul de toluidina)
estd entre 620-700nm (GARCEZ et al., 2003). O
azul de toluidina foi utilizado a 100 pg/mL, pois
nesta concentracdo ndo causa dano aos tecidos
bucais (manchamento dos dentes e toxicidade
celular) (BURNS et al., 1994; De SIMONE et al.,
1999; KOMERICK et al., 2003; WILLIAMS et al.,
2004). O pH da substancia foi de 5 para nao
causar dano bacteriano somente pela presenca da
droga (BURNS et al.,1995; WILLIAMS et al.,
2004). Os resultados obtidos demonstraram que a
reducdo da placa bacteriana ocorreu somente
gquando o LED e o corante (grupo 3) foram
aplicados simultaneamente. O uso de corante ou
LED, isoladamente, sobre a bactéria estudada,
ndo promoveu modificacdes na formacédo de placa.
Estes dados corroboram estudos realizados com
TFD, empregando laser associado a corante na
reducdo microbiana (OKAMOTO et al., 1992;
WOOD et al.,1999, WILLIAMS et al., 2004,
SHILIBI et al.,, 2003; ZANIN et al, 2005). Os
resultados obtidos no presente estudo vdo ao
encontro com dados obtidos por Zanin et al. em
2005, os quais atestam que o0 uso do corante ou
LED sozinho ndo causa reducdo bacteriana
significativa. Este fato torna possivel o uso da
terapia de forma seletiva no que se refere a
cariologia clinica (WILSON, 1994).

Conclusao

A terapia fotodinamica inibiu a aderéncia do S.
mutans a bengala de vidro, reduzindo a formacgéo
de placa bacteriana nessa superficie.
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