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RESUMO

Objetivos: Este trabalho visou avaliar a acdo do extrato vegetal de Dioscorea
altissima incorporado ao cimento de ion6émero de vidro como potencial
fotossensibilizador para terapia fotodinamica (PDT) sobre cultura plancténica de
Streptococcus mutans. Material e método: Foram confeccionadas 96 amostras de
cimento de ionémero de vidro (CIV) e outras 96 do CIV incorporado de extrato vegetal
na proporcao de 2% peso/peso, que foram divididas nos seguintes grupos (n=24): G1-
ClV; G2- CIV + LASER; G3- CIV/IEXTRATO; G4- CIVIEXTRATO + LASER; G5- CIV +
AZUL DE METILENO (AM); G6- CIV + PDT (AM + LASER); G7- CIV/IEXTRATO + AM
e G8- CIV/IEXTRATO + PDT (AM + LASER). O protocolo de irradiacao para PDT foi:
laser de diodo em 660 nm, 100 mW, 5 J e 150 J/cm?, por 50 s. Nos grupos em que foi
utilizado o azul de metileno como fotossensibilizador, obedeceu-se o periodo de pré-
irradiacéo de 5 min. Apés a realizacao do teste de viabilidade celular com MTT, a acédo
antimicrobiana de 24h sobre biofilme formado por Streptococcus mutans foi avaliada
por absorbancia em leitor de microplacas Elisa. Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade de Kolgomorov-Smirnoff, seguido de ANOVA One-way. O teste de
Tukey foi aplicado para comparag¢do multiplas entre as médias dos grupos (a <0,05).
Resultados: O grupo G6- CIV + PDT (AM+LASER) foi 0 que apresentou maior
inibicdo, seguido dos grupos G4- CIV/IEXTRATO + LASER, G5- CIV + AM, G7-
CIV/IEXTRATO + AM e G8- CIV/IEXTRATO + PDT (AM+LASER), que apresentaram
resultados semelhantes (p>0,05). Os grupos G2- CIV + LASER e G3- CIV/IEXTRATO,
também semelhantes entre si (p>0,05), apresentaram-se como 0S menos ativos, em
relacdo aos demais. Conclusdes: A incorporacdo do extrato da planta Dioscorea
altissima potencializou a acado antimicrobiana do CIV sobre S. mutans e quando
associado ao laser, o cimento experimental teve acao antimicrobiana semelhante a
PDT (AM + LASER), o0 que pode indicar a possibilidade da acdo como uma alternativa

fitoterapica de fotossensibilizador para PDT, em substituicdo ao azul de metileno.

Palavras-Chave: S. mutans. Cimento de londmero de Vidro. Extrato vegetal. Terapia

Fotodinamica.



ABSTRACT

Objectives: This search aimed to evaluate the action of vegetal extract of Dioscorea
altissima incorporated to the glass ionomer cement as a potential photosensitizer to
the photodynamic therapy (PDT) on planktonic culture of Strptococcus mutans.
Material and method: It were prepared 96 samples of the glass ionomer cement (GIC)
plus 96 samples of GIC with vegetal extract in the proportion of 2% w/w, that were
divided in the following groups (n=24): G1- GIC; G2- GIC + LASER; G3-
GIC/EXTRACT; G4- GIC/EXTRACT + LASER; G5- GIC + METHYLENE BLUE (MB);
G6- GIC+ PDT (MB + LASER); G7- GIC/EXTRACT + MB e G8- GIC/EXTRACT + PDT
(AM + LASER). The parameters adopted for laser application were the following: Laser
of diode in 660 nm, 5 J, 150 J/cm?, and 100 mW per 50 s. In the groups in which
methylene blue was used as a photosensitizer, the pre-irradiation period of 5 min was
observed. After the test of cell viability with MTT, the antimicrobials effects of the
samples were evaluated based on the absorbance in Elisa reader. The collected data
were submitted to normality test of Kolgomorov-Smirnoff, followed by the ANOVA One-
way. The Turkey’s test was applied for multiple comparations among the groups of
samples (0<0,05). Results: The group G6- GIC + PDT (MB+LASER) revealed largest
inhibition, followed by groups G4- GIC/ EXTRACT + LASER, G5- GIC + MB, G7- GIC/
EXTRACT + MB and G8- GIC/ EXTRACT + PDT (MB+LASER), that had similar results
(p>0,05). The Groups G2- GIC + LASER and G3- GIC/ EXTRACT, that were similar
(p>0,05) revealed less actives compared to the others. Conclusions: Incorporation of
the extract of the vegetal plant Dioscorea altissima enhanced the antimicrobials effects
of GIC on the S. mutans and, when it was associated to Laser (G4), the experimental
cement had antimicrobials effects similar to the PDT (MB+LASER) which appoints to
the possibility of action as a phytotherapeutic alternative of photosensitizer for PDT,

replacing methylene blue.

Key-words: S. mutans, Glass ionomer cement, vegetal extract, Photodynamic

Therapy.
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1 INTRODUCAO GERAL

A carie € uma doenca crbnica, de progressao lenta, que afeta pessoas de
todas as idades ao redor do mundo [1][2] [3]. Ela resulta da interacdo de diferentes
fatores como a dieta, a presenca de bactérias, o hospedeiro e fatores de ordem social
[4]. O microorganismo Streptococcus mutans (S. mutans) € a principal bactéria
relacionada com a formacéo e progressdo da doenca. E uma bactéria Gram-positiva

e sacarose-dependente, um acucar comumente presente na nossa dieta [5].

A bactéria consegue se aderir a superficie dental através dos subprodutos da
fermentacao da sacarose, como os acidos extracelulares e polissacarideos. Uma vez
aderida a superficie ou em fissuras, ela forma o biofilme dental e permanece utilizando
a saracose na modificagcdo do pH oral [5][6][7][8]. A queda do pH local altera o
processo de mineralizagdo/desmineralizacdo dentaria, resultando em dissolucdo da

superficie do esmalte e a formacéo da carie [4][8].

Uma vez ocorrida a dissolucado do esmalte, caso ndo haja alguma acao que
interrompa o ciclo de progresséo do processo, a desmineralizacao atinge a dentina. A
dentina cariada pode se apresentar em diferentes camadas, na dependéncia da
guantidade de bactérias presentes e consequente grau de desmineralizacdo. A
camada mais superficial e contaminada é denominada dentina infectada. Essa dentina
é de facil remocdo com instrumentos manuais como escariadores. Logo abaixo, ha
uma camada menos amolecida, que se destaca em lascas, denominada dentina

afetada. Abaixo dessa camada a dentina ja se apresenta com consisténcia endurecida
[2]

O abordagem classica de remocao total da carie compreende a remocéao das
dentinas infectada e afetada através de brocas esféricas em baixa rotacdo. Essa
técnica propicia uma remocao traumatica a biologia do elemento dental, pela geracéo
de calor, pressao e vibracdo do instrumento rotatorio sobre a dentina, aléem de uma

remocao de tecido maior do que a necessaria [9] [9][10][11][12].

Os conceitos atuais de abordagem da céarie preveem principios de minima
intervencdo que se baseiam na possibilidade de reparacdo e remineralizacdo da
dentina afetada, desde que esta seja devidamente descontaminada e selada. Essa

abordagem preconiza a remogdo parcial e atraumatica da dentina cariada, com
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posterior aplicacdo de materiais que possam auxiliar na descontaminacao bacteriana

e ainda auxiliar no processo de remineralizagao [7][9][10][11][12].

Um dos materiais mais usados em odontologia nas técnicas minimamente
invasivas é o cimento de iondmero de vidro (CIV), que, por apresentar caracteristicas
como adesdo a estrutura dentaria por quelacdo do calcio, biocompatilidade e
liberacdo de fluor. Essa liberacdo apresenta-se mais intensa nas primeiras 24 h,
aumentando a resisténcia a desmineralizacdo e promovendo a remineralizacdo da
estrutura dental. Devido a essa propriedade, o CIV é considerado um material com
efeito bacteriostatico [13]. O selamento da cavidade com este cimento, além do papel
antimicrobiano, também permite o corte do suprimento nutricional bacteriano,

resultando, assim no bloqueio da progresséao da leséo de carie [14].

Com o objetivo de incrementar a agcao antimicrobiana do CIV, a literatura traz
estudos que objetivam incorporar componentes a esse cimento, sem contudo alterar
suas propriedades. Pinheiro SL et al. (2005) propuseram a incorporacdo de trés
antibiéticos (ciprofloxacino, cefaclor e metronidazol) ao pé de um CIV de presa
quimica e apresentaram resultado positivo na reducdo microbiana e consequente

remineralizacdo da dentina afetada [15].

7

Com a confirmacdo de que a descontaminacdo bacteriana é etapa
preponderante para o sucesso da técnica de remocao parcial da carie, outros agentes
com propriedades antimicrobianas tém sido propostos em associacdo ao CIV, como
quitosana e hidroxiapatita [16][17]. Ainda, estudos apontam a possibilidade de
utilizacdo de extratos vegetais com propriedades antimicrobianas isoladamente ou
associados a cimentos como o CIV para este fim, uma vez que o Brasil &€ um pais
conhecido internacionalmente por possuir uma rica biodiversidade em seu territorio
[18].

Saraceni et al. (2019) incorporaram extrato vegetal obtido da planta Dioscorea
altissima, previamente testado quanto a sua agcéao antimicrobiana sobre S. mutans, ao
cimento de ionbmero de vidro e analisaram as propriedades mecanicas e
antimicrobianas desse novo cimento, com resultados positivos [13]. A Dioscorea

altissima é uma planta pertencente a essa biodiversidade, sendo encontrada na

floresta amazobnica.
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Outra alternativa que tem se mostrado promissora na descontaminacao da
dentina é a terapia fotodinamica (PDT), que foi aprovada em 1999 pela FDA (Food
and Drug Administration) como tratamento de lesGes pré-cancerosas na face e pele
[21]. A PDT baseia-se na aplicacdo de uma fonte de luz de comprimento de onda
especifico sobre um fotossensibilizador, que na presengca de oxigénio, produz
espécies reativas de oxigénio- ROS (radicais hidroxil, oxigénio singlete e triplete)

resultando em morte celular por alterac6es basicas das funcdes celulares [2][19][20].

Nos ultimos anos, estudos in vitro e in vivo tém mostrado resultados positivos
no uso da PDT para tratamento das infec¢cdes odontologicas. As aplicacbes
compreendem os processos proliferativos e infeccdes persistentes nas diversas areas
da odontologia como Periodontia, Endodontia, Cirurgia, Implante e também no

tratamento das lesdes de cérie [2][7][19].

A atividade antimicrobiana da PDT vai depender do tipo de microorganismo
envolvido (virus, fungo ou bactéria), do tipo de fotossensibilizador e dos parametros
da irradiac@o [19]. As bactérias Gram-positivas e negativas apresentam diferentes
respostas a PDT em funcdo da membrana citoplasmética. Enquanto as Gram-
positivas apresentam-se mais permeaveis a acao do fotossensibilizador, as Gram-
negativas apresentam dupla membrana citoplasmatica restringindo a penetracdo do

fotossensibilizador, sendo assim, menos sensiveis a PDT [22].

Figura 1 — llustracdo das diferencas entre as membranas citoplasmaticas de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas

Bactéria Gram-positiva Bactéria Gram-negativa

Membrana externa\
Parede
celular

Wmﬁ
MW@

__ Membrana

;§ ;i EE ;E ;i ‘;é EE ;§ ;i EE ;g EE ;é ;g EE ;E EE ;E plasmétlca

Fonte: Kan Academy
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Os fotossensibilizadores sdao compostos derivados da hematoporfirina.
Possuem uma estrutura formada por 4 anéis pirréis ligados entre si de forma ciclica,
formando tetrapirréis e séo classificadas de acordo com a estrutura quimica que
possuem [21]. Um fotossensibilizante ideal deve ser uma substancia estavel a
temperatura ambiente, ser citotoxica apenas na presenca de luz, idealmente absorver
comprimentos de onda em torno de 600 a 800 nm, penetrando nos tecidos e

produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS) pela sua excitacao [2][8][23].

Figura 2 — Tetrapirrois

Fonte: Wikipédia

Para a aplicacdo da PDT, os fotossensibilizadores comumente utilizados séo
0 azul de metileno e azul de toluidina, sendo o azul de metileno largamente utilizado
em estudos de S. mutans [14][20]. De acordo com Tedfilo et al. (2020), o azul de
toluidina e azul de metileno demostraram os melhores resultados na reducéo

bacteriana dentre diversos fotossensibilizadores estudados [24].

A literatura ressalta ainda que, em alguns trabalhos in vitro, o uso do laser
isolado néo seria capaz de promover reducéo significativa do nimero de colbnias do
biofilme para a eficacia da PDT [25]. Clinicamente, estudos apontam que as porfirinas
autdgenas presentes no tecido dentinario cariado podem interagir com o laser e
propiciar reducdo microbiana, mesmo que inferior & reducao obtida com a PDT. Esses

resultados, portanto, corroboram a importdncia de uma substancia
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fotossensibilizadora, mesmo que autdgena, quando se pretende uma acdo

antimicrobiana com o uso do laser.

O interesse crescente sobre as propriedades dos produtos naturais e
componentes fitoterapéuticos propiciou estudos que propdem a utilizacdo desses
componentes como agentes fotossensibilizadores para PDT [23][26][27][28]. De
acordo com Siewert e Stuppner (2019), “os primeiros medicamentos fotoativados
relatados foram extratos de plantas” [29]. A clorofila, pigmento verde presente na
maioria das plantas, contém o anel de cloro relacionado as porfirinas, que permite a
absorcdo de um comprimento de onda de luz responsavel pela fotoatividade das
plantas [30].

Considerando-se essa possibilidade e o cimento experimental proposto por
Saraceni et al. (2019), o presente estudo tem como objetivo avaliar a acdo do extrato
vegetal de Dioscorea altissima incorporado ao cimento de iondmero de vidro como
potencial fotossensibilizador para terapia fotodinAmica antimicrobiana sobre cultura

planctdnica de bactérias S. mutans.
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2 CONCLUSAO GERAL

A incorporacao do extrato da planta Dioscorea altissima potencializou a acao
antimicrobiana do CIV sobre S. mutans e quando associado ao laser, o cimento
experimental teve agdo antimicrobiana semelhante & PDT (AM + LASER), o que pode
indicar a possibilidade do uso desse extrato como uma alternativa fitoterapica de
fotossensibilizador para PDT em substituicdo ao azul de metileno. Novos estudos se
fazem necessarios para a implantacdo do extrato associado ao cimento de ionémero

de vidro como substancia fotossensibilizadora na realizacéo da PDT in vivo.
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