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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da PDT (Terapia Fotodinamica, do
inglés Photodynamic Therapy) na redugdo microbiana de lesbes de carie em
dentina, induzidas em modelo animal. Foram utilizados 2 ratos Wistar (Rattus
novergicus) adultos (1 fémea e 1 macho), de 6 a 9 semanas de idade foram
preparados para reproducdo, o que resultou em 12 (doze) filhotes. Ap6és desmame
(Notal = 12), procedeu-se o processo de inducdo de carie nos filhotes, iniciando-se
pela inoculacdo de Streptococcus mutans por meio de SWAB na cavidade oral dos
animais por 3 dias consecutivos e, 5 dias ap0s esse periodo, novas coletas da
cavidade oral foram realizadas a fim de se constatar a presenca da bactéria por
meio de RT-PCR. Apo6s a comprovacdo da inoculacéo, iniciou-se dieta cariogénica
com adi¢cdo de 56% de sacarose na racdo e 10% na agua, por 4 semanas, quando
foi realizada a atribuicdo dos escores de carie nos molares inferiores, segundo
ICDAS, por dois examinadores devidamente calibrados (Kappa=0,85). Constatado o
comprometimento de dentina, foi realizada cavitacdo de 1 mm de profundidade, com
ponta diamantada 1011 em alta rotacdo, a fim de servir de nicho para a aplicacdo do
corante e da PDT. Os animais foram, ent&o, divididos aleatoriamente em dois grupos
(n=6) conforme tratamento realizado: grupo corante: azul de metileno gel em
concentracdo 100 mg/L, por cinco minutos; grupo PDT: azul de metileno, 100 mg/L,
por 5 minutos, seguido de irradiacdo com laser de baixa intensidade, 660 nm —
40 mw — 60 J/cm? - 1 min — 0,04 cm?. Coletas de tecido dentinario foram realizadas
pré e pos-tratamentos por meio de swabs, para analise em RT-PCR. Apés o término
do experimento, os animais foram eutanasiados e suas mandibulas foram extraidas
para analise em MEV dos molares. Utilizou-se o0 modelo estatistico de equacfes
estimadas generalizadas (GEE). Os resultados demonstraram que independente do
tratamento houve uma reducéo significativa de Streptococcus mutans ao longo do
tempo, com reducdo duas vezes maior para o grupo PDT em relacdo ao corante
(p<0,05). A partir dos resultados obtidos, p6de-se concluir que a terapia fotodindmica
foi eficaz na reducdo microbiana das lesGes de carie em dentina produzidas em
modelo animal e, ainda, que o modelo animal proposto foi capaz de promover de

forma precisa e replicavel as lesdes de carie em dentina.

Palavras-chave: Terapia Fotodinamica. Carie. Dentina. Modelo Animal.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of PDT on the microbial reduction of
caries lesions in dentin, induced in animal models. Two adult Wistar rats (Rattus
novergicus), (1 female and 1 male), 6 to 9 weeks old, were prepared for breeding,
resulting in twelve cubs. After their weaning period (N = 12) the caries induction
process was initiated by the inoculation of Streptococcus mutans with swabs in the
oral cavity of the animals for 3 consecutive days and 5 days after that period, new
samples of the oral cavity were collected with the objective of verifying the presence
of the bacterium by means of RT-PCR. Once confirmed, a cariogenic diet was started
with 56% sucrose feed and 10% sucrose ad libitum water for 4 weeks, moment when
the caries score attribution was carried out to the lower molars, according to ICDAS,
by two duly calibrated examiners (Kappa=0.85). From the finding of dentin
impairment, cavitation of 1 mm depth with a 1011 diamond-tip bur was performed in
high rotation, in order to serve as niches for the dye and the PDT application. The
animals were randomly divided into two groups (n=6) according to the treatment: dye
group: methylene blue gel at 100 mg/L concentration for five minutes; PDT group:
methylene blue gel at 100 mg/L concentration for five minutes, followed by low
intensity laser irradiation, 660 nm — 40 mw - 60 J/cm? - 1 min - 0.04 cm?. Dental
tissue samples were collected pre-and after-treatment with swabs for RT-PCR
analysis. Upon treatment conclusion, the animals were euthanized, their jaws were
extracted for SEM analysis of the molars. Use of the statistical model of generalized
estimated equations (GEE). The results demonstrated that, regardless of the
treatment, there was a significant reduction of Streptococcus mutans over time, with
a two-fold reduction for the PDT group (p<0.05). From the obtained results it can be
concluded that the photodynamic therapy was effective in the microbial reduction of
lesions produced in animal models and also that such model was able to accurately

and replicate the lesions of caries in dentin.

Keywords: Photodynamic Therapy. Caries. Dentin Animal Model.
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1 INTRODUCAO

Apesar da diminuicao de sua incidéncia, a carie dentaria ainda é considerada
uma das doencas de maior prevaléncia mundial e que afeta 60-90% das criancas e
uma grande quantidade de adultos (9, 12).

A doenca tem carater multifatorial e € resultado da formacé&o de biofilme sobre
a superficie dental. Esta bem estabelecido na literatura que os Streptococcus
mutans sdo as bactérias mais comumente associadas ao processo inicial da cérie
(6). Essas bactérias sdo capazes de causar a diminuicdo do pH, seguida da
producéo de acidos que levam ao processo de desmineralizacdo da estrutura dental
(7).

A presenca e a quantidade de S. mutans tém influéncia direta na instalagéo e
progressao do processo carioso; por isso, a reducao dos niveis bacterianos pode ser
uma alternativa eficaz e adjuvante que pode levar ao controle da doenca e ainda,
proporcionar abordagens menos invasivas.

Nesse sentido, a terapia fotodindmica antibacteriana (PDT — Photodynamic
Therapy) apresenta-se como uma possivel opcéao terapéutica (2, 7, 8). Esta técnica
consiste na combinacao da aplicacdo de uma fonte de luz laser com comprimento de
onda especifico para determinado fotossensibilizador. Este, ao absorver a luz, gera
a producédo de oxigénio singleto e radicais livres que, por sua vez, geram danos as
bactérias em seu DNA, a membrana plasmatica ou, ainda, podem gerar
modificacdes das atividades metabdlicas, danificando de forma irreversivel os
componentes celulares e ocasionando a morte celular (7, 10).

Os fotossensibilizadores mais frequentemente utilizados sédo o0s
fenotiazinicos, como o azul de metileno e o azul de toluidina, que absorvem o
comprimento de onda do laser de baixa intensidade no espectro de luz vermelho
visivel (8). Variacdes na concentracdo do fotossensibilizador, bem como nos
parametros de irradiacdo, podem produzir diferentes resultados, o que justifica
estudos que testem as diversas possibilidades de associacgéo irradiagdo-corante.

A vantagem da utilizagdo da PDT sobre a terapia convencional é a morte
rapida do microrganismo-alvo, dependendo da dose utilizada. Além disso, os efeitos
antimicrobianos ficam confinados ao sitio da lesdo por meio do fotossensibilizador e

da zona restrita de irradiacdo (1, 4, 5, 15, 16).
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A PDT tem mostrado resultados significativos na reducédo bacteriana em
doencas periodontais e peri-implantites (3, 11, 13, 18). Porém, no que diz respeito a
carie, os estudos baseiam-se em resultados obtidos sobre culturas bacterianas,
especialmente S. mutans, cultivadas em meio agar ou em biofilmes cultivados sobre
amostras de resinas e/ou discos de dentina (3, 17, 19). Apesar de apresentarem
resultados promissores, sua eficacia pode ndo ser comprovada em condi¢cbes
clinicas, ja que as condi¢des in vivo podem influenciar sua agéo.

A utilizacdo de modelos animais que reproduzam as condi¢des biolégicas tem
dado uma importante contribuicdo para elucidacdo da etiologia da carie e torna
possivel a realizacdo de testes de novas abordagens para controle e tratamento da
doenca, como a PDT (14).

Os modelos animais propostos para o estudo da carie nem sempre sao
reproduziveis ou nem sempre preveem analises fidedignas da quantidade de
bactérias presentes, bem como do estagio da lesdo de carie obtida. Nesse sentido,
as analises quantitativas por meio de RT-PCR (PCR quantitativo em tempo real)
proporcionam variaveis de desfecho quantitativos mais sensiveis, poderosos e
robustos. Por isso, faz-se necesséria a padronizacdo de um modelo animal
replicavel e que resulte em respostas precisas aos questionamentos sobre a doenca
carie.

Considerando-se 0s aspectos acima citados, a proposta desse estudo foi a de
avaliar o efeito da PDT na reducdo microbiana em cavidades de carie com

envolvimento em dentina induzidas em modelo animal.
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2 CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados obtidos, pdde-se concluir que:

1. A PDT foi eficaz na reducdo de S. mutans em céries com exposi¢ao de
dentina obtidas a partir de modelo animal, podendo consistir em método
adjuvante ao tratamento e prevencéo da doenca cérie.

2. O modelo animal proposto foi capaz de reproduzir com preciséo lesdes de

carie em dentina, podendo ser replicado para futuros estudos.
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