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RESUMO

Introdugado: A periodontite € uma doenga complexa, com varios fatores
etiologicos, que se desenvolve ao longo do tempo, através de acumulagéo de
placa dentaria e de disbiose bacteriana. Tem como principal terapia adjuvante a
antibioticoterapia, que tem revelado problemas relativamente a resisténcia
bacteriana. Como tal, a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) tem sido
estudada como potencial substituta da antibioticoterapia, como terapia
adjuvante. Neste trabalho, pretende-se estudar o potencial de uma nova
abordagem baseada da aPDT usando porfirinas como fotossensibilizadores e o
fotopolimerizador, equipamento disponivel em todos os consultorios de medicina

dentaria como fonte de luz.

Material e métodos: Realizaram-se ensaios in vitro e ex vivo em dentes de
fotoinativagdo de microrganismos periodontopatogénicos (bactéria E. faecalis e
o fungo C. albicans) usando porfirinas como fotossensibilizador e o
fotopolimerizador como fonte de luz. Para estes estudos, foi selecionada a
ProtolX como fotossensibilizador (testada a 10 e 20 uM, nos ensaios in vitro e a

20 e 50 yM nos ensaios ex vivo) e o fotopolimerizador como fonte de luz.

Resultados: Nos ensaios in vitro, foram observados decréscimos da viabilidade
do fungo C. albicans e da bactéria E. faecalis superiores a 3 log UFC/mL e a 6
log UFC/mL, respetivamente, quando expostos a uma concentragao de 20 uM
de ProtolX e 20 min de irradiagdo com luz do fotopolimerizador. Nos ensaios ex
vivo, apenas se verificou um ligeiro decréscimo na sobrevivéncia do fungo C.
albicans (0,8 log UFC/mL), apds a incubagao com 20 uM de ProtolX e 20 min de

irradiagdo com luz do fotopolimerizador.

Conclusao: Este estudo comprova a elevada potencialidade da aPDT para a
inativagdo de microrganismos periodontopatogénicos usando a ProtolX como
fotossensibilizador e o fotopolimerizador como fonte de luz. No entanto, mais
estudos deverao ser realizados de forma a otimizar este protocolo para a sua

aplicagdo em ambiente clinico.

PALAVRAS-CHAVE: Periodontite, aPDT, ProtolX, Fotopolimerizador
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Abstract:

Introduction: Periodontitis is a complex disease, with multiple etiologic factors,
which develops through time, due to dental plaque accumulation and bacterial
dysbiosis. Antibiotic therapy is the most used adjuvant therapy, which have
demonstrated having issues related to bacterial resistance. So, antimicrobial
PhotoDynamic Therapy (aPDT) has been studied as a potential substitute for
antibiotic therapy, as an adjuvant therapy. In this work, it is intended to study the
potential of a new approach using aPDT with protoporphyrin IX as photosensitizer
and dental curing light, equipment which is available in every dental clinic, as light

source.

Material and methods: We have performed photoinactivation of
periodontopathogens (Enterococcus faecalis bacteria and Candida albicans
fungi) studies in vitro and ex vivo in teeth using porphyrins as photosensitizer and
dental curing light as light source. For these studies, we have selected ProtolX
as photosensitizer (tested at 10 and 20 uM in vitro and at 20 and 50 uM) and

dental curing light as light source.

Results: In in vitro studies, we have observed viability decrease on C. albicans
fungi and E. faecalis bacteria, above 3 log UFC/mL and 6 log UFC/mL,
respectively, when exposed with a ProtolX concentration of 20 uM and 20
minutes of dental curing light irradiation. In ex vivo studies, we have observed a
slight decrease of C. albicans fungi survival (0.8 log UFC/mL), after its incubation

on 20 uM of ProtolX and 20 minutes irradiation, with a dental curing light.

Conclusion: This study has shown aPDT's high potential of
periodontopathogens inactivation using ProtolX as photosensitizer and dental
curing light as light source. However, several more studies must be conducted to

improve this protocol, so it can be used in clinical environments.

Keywords: Periodontitis, aPDT, ProtolX, Dental curing light
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1. INTRODUGAO

1.1 Conceito de Periodontite

A doencga periodontal, também conhecida como doenga gengival, engloba
periodontite e gengivite.(1,2) A gengivite ou inflamag&o da gengiva, que leva ao
sangramento gengival, é considerada um estagio inicial de doenga periodontal.
Por sua vez, a periodontite desenvolve-se ao longo do tempo, através de
acumulacdo de placa dentaria, disbiose bacteriana, formacdo de bolsas
periodontais, recessdes gengivais, destrui¢ao tecidular e perda de osso alveolar,
podendo levar, em ultima instancia, a perda dentaria. (3) A periodontite € uma
doenga complexa, com varios fatores etiologicos. Esta doenga tende a afetar
alguns dentes ou superficies dentarias, mas raramente afeta a dentigao toda. (3)

Geralmente, a periodontite cronica afeta adultos, corresponde e resulta
de um conjunto de fatores locais, principalmente calculo dentario. Doencgas
sistémicas, tal como diabetes e fatores de risco adquiridos, como tabaco, tém
um impacto forte na severidade da periodontite cronica. (4) Ela é classificada
como periodontite cronica generalizada quando afeta um numero superior a 10
dos 32 dentes numa denticdo humana e localizada quando menos dentes estao
envolvidos. (2)

Quanto a periodontite agressiva, ela afeta mais individuos jovens, com
idades inferiores a 25 anos, geralmente tendo relagéo genética dentro da familia,
€ a caracteristica principal € a rapida destruicdo do suporte e 0sso, com pouco
ou nenhum depdsito microbiano. (4) Pode ser classificada em subcategorias
(localizada e generalizada). Se for localizada, foca-se na perda de attachment
em, pelo menos, 2 dentes, sendo um deles o primeiro molar e ndo envolve mais
do que dois dentes, para além do primeiro molar e os incisivos. Se for
generalizada, normalmente afeta pessoas com idade inferior a 30 anos e tem
perda de attachment generalizado em, pelo menos, 3 dentes além dos primeiros

molares e incisivos. (5)



1.2 Nova classificagao de doengas periodontais

Na ultima revisdo da classificacdo das doencas periodontais, concordou-
se na ideia de criar uma nova classificagdo, com base num sistema de estagios
e graus multidimensional, que podia ir sendo adaptado ao longo do tempo, a
medida que nova evidéncia fosse surgindo. (6)

Nas ultimas décadas, entendeu-se que havia um dilema, na forma como
diferentes apresentagdes fenotipicas representavam diferentes doengas ou
apenas variagdes dentro da mesma doenga. Ou seja, por definicdo do padrao,
casos de periodontite que n&o satisfaziam a definicao fenotipica de “agressiva”
eram classificados como “cronica”, com a implicacdo de que seriam abordados
de uma forma mais facil. Portanto, nas ultimas duas décadas, os investigadores
tém demonstrado preocupagao sobre a capacidade de diferenciar de forma
correta os casos de periodontite agressiva e cronica, sendo que estas
dificuldades tém sido consideradas como a base légica principal para
estabelecer uma nova classificagéo. (7)

Nesta nova classificagdo, foram introduzidas as categorias “estagios” e
“graus”. Os “estagios” estao largamente dependentes sobre a severidade da
doenga, bem como sobre a complexidade da abordagem terapéutica, ao passo
que os “graus” fornecem informag&o adicional sobre caracteristicas biologicas
da doenca, estando incluidas a histéria analitica da progressdo da doenca,
avaliagcdo do risco de progressao, antecipagcdo de resultados insuficientes de
tratamento e avaliacdo do risco que a doencga ou o seu tratamento possam afetar
a saude geral do paciente. Estagios envolvem quatro categorias (de | ao IV) e
sao determinadas apds serem consideradas diversas variaveis, como perda de
suporte, perda percentual e quantidade ossea, profundidade de sondagem,
presenca e extensdo de defeitos Osseos, envolvimento de furca, mobilidade
dentaria e perda dentaria devido a periodontite. Graus incluem trés categorias
(A- risco baixo, B- risco médio, C- risco alto), incluem, além de aspetos
relacionados com a progressao da periodontite, o nivel geral de saude, mas
particularmente os habitos tabagicos e o controlo metabdlico da doenga
diabetes. Todos os diagnostico apresentam um estagio e um grau, como por
exemplo: Diagnéstico de estagio lll, grau B (6)



1.3 Terapias das doencgas periodontais

1.3.1 Terapias convencionais das doengas periodontais

No que diz respeito a terapia periodontal, a mesma tem como objetivo
preservar, melhorar e manter a denticdo natural. Dentro da terapia, estdo
incluidas a instrumentacdo manual, sénica e/ou ultrassonica, auxiliadas pelo
controlo de placa supragengival. (8) Na instrumentagao manual, através da
raspagem e alisamento radicular (RAR) com curetas periodontais, consegue-se
remover calculo em depdsitos supra e subgengival. Enquanto a raspagem induz
a ideia de remocao de placa e calculo sobre a coroa ou a superficie radicular, o
alisamento radicular consiste na remogao de cemento ou dentina superficial que
€ dura, impregnada com calculo ou contaminada com toxinas e microrganismos.
Estes contaminantes podem tomar a forma de uma camada de placa bacteriana,
associados a produtos toxicos, calculo ou cemento afetado. Contudo, a remogao
total de calculo, € extremamente dificil de executar. Dentro dos fatores que
influenciam, destaca-se a profundidade do sulco, quando maior do que 5 mm.
Além deste fator, interferem no sucesso do tratamento a distancia do depdsito
relativamente a linha amelo-cementaria, a capacidade de detetar calculo na
superficie radicular, a experiéncia do profissional e a localizagao do calculo sobre
uma superficie de furca. (9)

1.3.2 Terapias cirurgicas das doengas periodontais

Além deste tipo de tratamento mais tradicional, existem as técnicas
cirurgicas conservadoras. Dentro delas, esta a gengivectomia, que consiste na
excisdo de tecido mole da parede da bolsa periodontal. Os principais objetivos
desta intervencgao incluem a erradicacdo completa de bolas periodontais supra-
0sseas, em conjunto com gengivoplastia, com vista a ter um contorno geral mais
uniforme. Além desta, temos o desbridamento do retalho, que € uma abordagem
cirurgica que da acesso as raizes, a0 0ssO e as bolsas periodontais.
Comparativamente a gengivectomia, revela ter melhor visualizagdo, maior

facilidade de instrumentacdo, preservagcao do periodonto, maior redugao e
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eliminagcdo de bolsas, menos desconforto pds-operatério, melhor estética e
melhor higiene oral, a longo prazo.

Por fim, outra intervencédo que se encontra no limite do que se considera
ser um tratamento periodontal conservador, € o novo procedimento de fixagcao
assistida por laser. Esta € uma técnica que utiliza laser especifico, coadjuvado
de ajuste oclusal, imobilizando (quando necessario) e fazendo raspagem e
alisamento radicular para promover uma nova fixacdo ou regeneracgéo

periodontal. (9)

1.3.3 Terapias adjuvantes das doengas periodontais

Clorexidina

Em complemento com a terapia periodontal basica, temos a utilizagdo de
solugdes de clorexidina, antisséptico com acao bactericida e fungicida. Entende-
se que a utilizacdo desta técnica complementar tem um efeito positivo nos
parametros periodontais avaliados, principalmente a profundidade de
sondagem. Contudo, é necessario ainda avaliar se os beneficios justificam a
criacdo de um protocolo de utilizagdo e a sua exposicdo a pacientes durante
tratamento, ja que existem danos colaterais, tais como aparecimento de
manchas nos dentes e dificuldades de remocgao, na presenca de restauracoes.
(10)

Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (Antimicrobial Photodynamic
Therapy-aPDT)

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT, do acrénimo em inglés:
Antimicrobial Photodynamic Therapy) tem sido proposta como tratamento
periodontal adjuvante, com vista a reduzir a comunidade patogénica nos tecidos
periodontais. O efeito fotodindmico antimicrobiano foi primeiramente tentado, ha
mais de cem anos, desde os estudos de Raab e von Tappeiner. (11) Apesar
disso, devido ao desenvolvimento dos antibidticos, desvaneceu-se o interesse
nesta terapia, tendo ganho mais atengéo recentemente, devido a emergéncia da
resisténcia antibiotica. (11)



A resisténcia antimicrobiana surgiu quando as bactérias que causavam
infecdo sobreviviam a exposicdo farmacolégica, que normalmente eram

erradicados ou impediam o seu crescimento. (12)
1.4 Conceito de aPDT

A aPDT é uma técnica localizada e nao-invasiva que ocorre através de
mecanismos fotofisicos. Quando um fotossensibilizador (PS) adere a uma
célula-alvo, absorve a energia da irradiagdo da luz, num comprimento de onda
especifico, tornando num estado excitado. A seguir, o PS perde energia,
podendo reagir com o oxigénio molecular, levando a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). O stress oxidativo provocado por essas espécies
atua de maneiras distintas nas estruturas celulares (lipidos, proteinas, acidos
nucleicos (ADN) e hidratos de carbono), levando a morte celular. (11)
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Figura 1. Mecanismos fotoquimicos da aPDT e os produtos derivados das
reagdes vs paredes celulares dos microorganismos. (Imagem adaptada de Diogo
P.) (12)

Os PSs tém estado em constante evolugdo, sendo que as porfirinas,
clorinas, fetalocianinas e sais de fenotiazinium promovem a inativacdo de
espécies Gram-positivas como Gram-negativas. Dentro dos PSs do tipo sal de
fenotiazinium, o azul de metileno e o azul de toluidina sdo os mais usados na
Medicina Dentaria, tendo em conta que apresentam uma capacidade de
absorcao alta, entre os 600 e 660nm. Além disso, a absorcéao tecidular é baixa.

(11)

1.4.1 Aplicacgao clinica de aPDT

A aPDT tem sido considerada como uma técnica periodontal adjuvante,
sendo que tem havido alguns resultados controversos, no que toca as vantagens
clinicas no tratamento da doenga periodontal. (11) Alguns estudos
demonstraram que o laser diodo (LD) como terapia adjuvante nao tinha um
beneficio adicional em termos do nivel de suporte clinico. A aPDT+RAR e
aPDT+LD+RAR demonstraram ter melhores resultados do que unicamente o
RAR a 3 e 6 meses, e mostraram a curto prazo beneficios em termos de nivel
de suporte clinico. Contudo, a diferenca ente aPDT+RAR e aPDT+LD+RAR né&o
era significativa, mas o aPDT+LD+RAR configurava-se como melhor
combinacgao. Os resultados verificados indicam que a aPDT tem potencial para
ser uma terapia adjuvante eficaz, a longo prazo. (13) A aPDT apresenta varias
vantagens quando comparado com terapias convencionais antimicrobianas,
mostrando ser eficiente independentemente da existéncia de resisténcia
bacteriana. (14)

A aPDT tem sido eficiente na inativagado de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (15,16), fungos (17) e virus (18). Dentro dos compostos usados
como fotossensibilizadores, as porfirinas ganharam maior relevancia, devido as
suas propriedades singulares. (19)

Muitos estudam demonstram a eficacia da aPDT como tratamento adjuvante da
periodontite. (11) Grande parte desses estudos usaram sais de fenotiazinium,
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como fotossensibilizadores. (11,20) Contudo, esses fotossensibilizadores
requerem fontes de luz especificas, com comprimentos de onda entre 600—
800nm. Essas fontes de luz especificas ndo estdo disponiveis em todas as
clinicas dentarias, portanto, necessitariam ser compradas para se conseguir usar
a aPDT com os sais de fenotiazinium. Por outro lado, as porfirinas apresentam
uma alta absor¢ao de luz, dentro dos limites de comprimento de onda que os
fotopolimerizadores apresentam, entre 400 e 500nm.

Como os aparelhos de fotopolimerizagdo fazem parte dos equipamentos
basicos das clinicas dentarias, sendo usados principalmente na polimerizagao
de materiais restauradores, poderia ser uma alternativa interessante como fonte
de luz no aPDT, ao contrario das fontes de luz especificas, que normalmente
sao aparelhos mais caros e requerem investimentos. Apesar do
desenvolvimento de protocolos de aPDT para tratar a doenga periodontal, a
utilizagcado de porfirinas e de fotopolimerizadores como fonte de luz, tem sido
pouco estudada, apesar de aparentarem ser uma solugéo plausivel, com grande
potencial.

Tendo em conta o elevado potencial da aPDT, utilizando porfirinas e
fotopolimerizadores, para tratar a doenga periodontal, este estudo tem como
objetivo a realizagdo de estudos in vitro e ex vivo em dentes humanos, para
avaliar a eficiéncia do derivado porfirinico do sal dissodico da Protoporfirina 1X
(Proto IX) como PS, na inativacdo de Enterococcus faecalis (E. faecalis) e
Candida albicans (C. albicans), quando irradiado com um fotopolimerizador. Os
resultados deste estudo poderao direcionar futuros estudos clinicos que trardo

evidéncia cientifica sobre o tema.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Fotossensibilizador

A solugéao stock do fotossensibilizador (sal dissédico da Protoporfirina 1X,
Sigma-Aldrich, Portugal) foi preparada em dimetilsulféxido (DMSO) a 500 uM e

armazenada no escuro.

2.2 Fonte de luz (Fotopolimerizador)

Para os ensaios de terapia fotodinamica, apds o periodo prévio de
incubac&o do fotossensibilizador no escuro, as amostras foram irradiadas com
luz azul (385-515 nm) proveniente de um fotopolimerizador (VALO™,Ultradent,
USA). A fonte de luz foi posicionada o mais proximo possivel da placa contento

as amostras e o controlo.

2.3 Ensaios de fotoinativagao em PBS (estudos in vitro)
2.3.1 aPDT com Proto IX

Para estes estudos foram selecionados dois microrganismos
periodontopatogénicos: a bactéria E. faecalis e o fungo C. albicans. Estes
microrganismos foram mantidos a -80°C em meio de cultura adequado e 20%
glicerol. Antes de cada ensaio, uma aliquota foi descongelada e cultivada em
meio agarizado e antes de cada ensaio, uma colonia de cada microrganismo foi
transferida de forma asséptica para um frasco contendo meio de cultura (Brain
Heart Infusion (BHI) para o E. faecalis e a Sabouraud Dextrose Broth (SDB) para
C. albicans) e cultivada sob agitagao a 37°C durante 18-24h. A bactéria E.

faecalis foi incubada em camaras de anaerobiose.

Cada cultura microbiana crescida durante a noite e na fase estacionaria,
foi diluida em solugao tampéao (PBS) e a sua turbidez ajustada a 0.5 Macfarland
(concentragédo final de = 108 unidades formadoras de coldnia por mililitro
(UFC/mL) Estas culturas foram distribuidas igualmente pelos pogos de uma

placa de 6 pogos (3 mL) e foram incubadas com 10 e 20 uM de ProtolX. De forma

13



a avaliar a toxicidade do fotossensibilizador no escuro, foi realizado um controlo
em que a suspensao microbiana foi incubada com ProtolX, tendo sido mantida
no escuro (CE), de forma a avaliar a eventual toxicidade do fotossenssibilizador.
Foi ainda avaliada a influéncia da luz na sobrevivéncia dos microrganismos
através de um controlo constituido apenas pela suspensao microbiana (Ct) e que
foi irradiada nas mesmas condi¢gdes das amostras. As amostras e os controlos
foram incubados no escuro de forma a promover a ligagédo do fotossensibilizador
as ceélulas microbianas durante 15 min. Apds este periodo, as amostras e o Ct
foram irradiados com luz azul (proveniente de um fotopolimerizador encostado a
placa de 6 pogos) durante varios intervalos de tempo, que foram ajustados ao

longo das experiéncias. O CE foi mantido no escuro durante toda a experiéncia.

Entre os intervalos de irradiagdo foram retiradas aliquotas de 100 pL das
amostras e do controlo, diluidas em série em PBS e plagueadas em placas de
Petri contendo meio agarizado adequado para cada microrganismo. As placas
foram incubadas a 37°C durante 18-24h. As UFC foram contadas nas dilui¢cdes
adequadas e a concentragdo das células foi expressa como Logio UFC/mL.

Foram realizados pelo menos 2 ensaios independentes com 2 réplicas.
2.4 Ensaios de fotoinativagcao em dentes (estudos ex vivo)
2.4.1 Preparacgao dos dentes

Para avaliar a inativacdo da aPDT em modelos ex vivo, foram usados os
dentes humanos extraidos em consulta, na disciplina de Cirurgia VI e apés a
assinatura do consentimento informado dos pacientes. As exodontias
realizaram-se através de técnica fechada, sendo que as pecas dentarias em
questao consistiam em dentes monorradiculares (incisivos) e plurirradiculares
(molares). O uso destes dentes para investigagdo foi aprovado Comissao de
Etica (CES) para a Saude da Universidade Catolica Portuguesa no ambito do
projeto “Avaliacdo de novos materiais e/ou compostos com atividade
antimicrobiana e de novas metodologias para desinfecdo intracanal em
endodontia: um modelo ex vivo” (CES160/2021).
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Os dentes foram inicialmente preparados e desinfetados e apenas
sujeitos a contaminagdo com E. faecalis e C. albicans. Para a desinfegcao, os
dentes foram colocados numa placa de Petri esterilizada, pulverizados com
etanol 70% e incubados por 15 min para reduzir o niumero de bactérias
residentes. Apos isso, a superficie dentaria foi lavada com PBS esterilizado (10
min) para remover o excesso de etanol. Por fim, os dentes foram colocados
sobre radiagao ultravioleta (UV-C: 280-100 nm), com as placas abertas por 30

min.

Apo6s a desinfecdo, os dentes foram artificialmente contaminados com o
respetivo microrganismo. Para isso, 200 uL de cada suspenséao de E. faecalis
ou C. albicans, previamente ajustadas a uma concentragédo de 108 UFC/mL, foi
pulverizada por cada dente. Apds secagem, 2 grupos de dentes (cada um
constituido por 2 elementos) foram pulverizados com 10 uL de uma solugéo de
fotossensibilizador a 20 e/ou 50 uM. Um grupo foi irradiado e outro foi usado
como CE. Um grupo foi apenas pulverizado com as suspensdes microbianas,

que foi usado como Ct.

As amostras e os controlos foram incubados no escuro, de forma a
promover a ligacdo do PS as células microbianas durante 30 min. Apds este
periodo as amostras e o Ct foram irradiados com luz azul (proveniente de um
fotopolimerizador) durante varios intervalos de tempo, que foram ajustados ao
longo das experiéncias (0, 5, 10, 20 minutos). O CE foi mantido no escuro,

durante toda a experiéncia.

Entre os intervalos de irradiagcao foram retirados dois dentes de cada
grupo, e colocados em tubos contendo PBS. Estes tubos foram sonicados de
forma a destacar os microrganismos aderidos na superficie do dente. Apos este
processo, aliquotas de 100 uL das amostras e do controlo, diluidas em série em
PBS e plaqueadas em placas de Petri contendo meio agarizado adequado para
cada microrganismo. As placas foram incubadas a 37°C durante 18-24h. As UFC
foram contadas nas diluicbes adequadas e a concentragcdo das células sera
expressa como Logio UFC/mL. Foram realizados 2 ensaios independentes.
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2.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados sao apresentados como média
de pelo menos 2 ensaios independentes com 2 réplicas por ensaio e a respetiva
meédia * desvio padrdo. No caso dos ensaios realizados nos dentes com a C.
albicans, foi realizado apenas um ensaio com 2 réplicas. A significancia da
concentragdo de microrganismos entre as diferentes condi¢cdes e ao longo dos
experimentos foi avaliada pela analise de variancia ANOVA (2D) e foi usado o
teste de Tukey de comparagdes multiplas. A significancia das diferencgas foi
avaliada comparando os resultados obtidos nas amostras entre si e com os
resultados obtidos para as amostras de controlo e controle escuro nos diferentes
tempos. O valor de p<0,0001 foi considerado estatisticamente significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 Ensaios de fotoinativagao em PBS (estudos in vitro)

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro da fotoinativagéao de C. albicans
usando a Proto IX a 10 uM e 20 uM, sdo apresentados na Figura 2 e 3,
respetivamente. Os resultados mostram que a ProtolX é eficaz na inativagao da
C. albicans, mas a sua eficiéncia depende da concentragdo e do tempo de
irradiacéo. Foi possivel ainda verificar que ndo ocorreram variagdes significativas
na viabilidade do fungo nos controlos realizados (Ct e CE), mostrando que nem
as condicdes de irradiacdo nem a presenga do PS afetam a viabilidade da C.
albicans.

Os resultados mostram que, na presenga de 10 uM de ProtolX e apés 10
min de irradiacdo com o fotopolimerizador ndo € possivel observar diminuigao
da concentragdo do microrganismo (Figura 2). No entanto, apdés 20 min de
irradiacéo € possivel observar um decréscimo na viabilidade deste fungo de 1,23
Log UFC/mL (ANOVA, p<0,0001) (Figura 2).

De forma a aumentar a taxa de fotoinativacdo da C. albicans, a
concentragdo do PS for aumentada para 20 uM (Figura 3). Os resultados
mostram que, apos 10 min de irradiagdo, ocorre um decréscimo de 2,13 Log
UFC/mL (ANOVA, p<0,0001) na sobrevivéncia do fungo. Este decréscimo é
ainda mais acentuado apos 20 min de irradiagdo, onde a concentragcao de C.
albicans sofreu um decréscimo de cerca de 3,99 Log UFC/mL (ANOVA,
p<0,0001).
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Figura 2. Fotoinativagao do fungo C. albicans, incubado com Proto IX a 10

uM e irradiado com luz azul do fotopolimerizador por 10 € 20 min em PBS. Os

valores sdo expressos como a media de 2 ensaios independentes com 2

replicados; barras de erro representam o desvio padrao (DP) entre ensaios.
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Figura 3. Fotoinativagao do fungo C. albicans, incubado com Proto IX a 20 uM
e irradiado com luz azul do fotopolimerizador por 10 e 20 min em PBS. Os valores
sao expressos como a média de 2 ensaios independentes com 2 replicados;

barras de erro representam o DP entre ensaios.

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro da fotoinativagao de E. faecalis
usando o Proto IX a 20 uM, com tempos de irradiagdo de 10 e 20 minutos sao
apresentados na Figura 4. Os resultados mostram que a ProtolX é eficaz na
inativacado da E. faecalis, mas a sua eficiéncia depende da concentracédo e do
tempo de irradiacdo. Foi possivel ainda verificar que nao ocorreram variagdes
significativas na viabilidade da bactéria nos controlos realizados (Ct e CE),
mostrando que nem as condicdes de irradiagdo nem a presenga do
fotossensibilizador afetam a viabilidade da E.faecalis.

Desta forma, na presenca de 20 uM de ProtolX e apdés 10 min de
irradiacdo com o fotopolimerizador, € possivel observar diminuicdo da
concentragao do E. faecalis de 6,94 Log UFC/mL (ANOVA, p<0,0001) (Figura
4). Além disso, apés 20 min de irradiagdo € possivel observar um decréscimo
até ao limite de detegdo da metodologia na viabilidade desta bactéria (Figura 4).

De forma a verificar eficiéncia de inativacdo com tempos de irradiagao
inferiores, o tempo de irradiagao foi diminuido para 5 e 10 minutos (Figura 5). Os
resultados mostram que, apdés 5 min de irradiagdo, ocorre um decréscimo de
4,36 Log UFC/mL (ANOVA, p<0,0001) na sobrevivéncia da bactéria. Apés 10
min de irradiagdo, ocorre um decréscimo de 6,63 Log UFC/mL (ANOVA,

p<0,0001) na sobrevivéncia do E. faecalis. (Figura 5)
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Figura 4. Fotoinativagao da bactéria E. faecalis, incubado com Proto IX a 20 uM
e irradiado com luz azul do fotopolimerizador por 10 € 20 min em PBS. Os valores
sao expressos como a media de 2 ensaios independentes com 2 replicados;
barras de erro representam o DP entre ensaios. * Nao foi possivel contar UFC.

B o min

Bl 10 min
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Figura 5. Fotoinativagao da bactéria E. faecalis, incubado com Proto IX a 20 uM

e irradiado com luz azul do fotopolimerizador por 5 e 10 min em PBS. Os valores
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sao expressos como a média de 2 ensaios independentes com 2 replicados;

barras de erro representam o DP entre ensaios.

3.2 Ensaios de fotoinativacdo em dentes (estudos ex vivo)

Apos a realizacado dos estudos in vitro da fotoinativacdo da C. albicans,
onde se verificou que este fungo foi eficientemente inativado usado a ProtolX a
20 uM como PS e o fotopolimerizador como fonte de luz, procedeu-se ao estudo
ex vivo da fotoinativagdo deste fungo em dentes. Para tal foram usadas as
melhores condi¢cdes de irradiagao e concentragdo de ProtolX encontradas nos
ensaios in vitro, isto €, 20 minutos de irradiacédo e 20 uM de ProtolX. Os
resultados obtidos sao apresentados na Figura 6 e mostram que, tal como nos
ensaios in vitro, ndo ocorreram variagdes significativas na viabilidade do fungo
nos controlos realizados (Ct e CE), mostrando que nem as condi¢gdes de
irradiagdo nem a presencga do fotossensibilizador afetam a viabilidade da C.
albicans. Porém, também nao foi possivel observar qualquer decréscimo na
sobrevivéncia da C. albicans quando incubada com a ProtolX e irradiada com o
fotopolimerizador.

De forma a aumentar a taxa de fotoinativacdo da C. albicans, a
concentragdo da ProtolX foi aumentada para 50 uM (Figura 7). Os resultados
mostram que, apos 20 minutos de irradiagdo, ocorre um ligeiro decréscimo de
0,84 Log UFC/mL (ANOVA, p<0,0001) na sobrevivéncia deste fungo.
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Figura 6. Fotoinativacao do fungo C. albicans, incubado com Proto IX a 20 uM
e irradiado com luz azul do fotopolimerizador por 0 e 20 min. Os valores sao
expressos como a media de 2 ensaios independentes com 2 replicados; barras

de erro representam o DP entre ensaios.
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Figura 7. Fotoinativagao do fungo C. albicans, incubado com a Proto IX a 50

25



uM e irradiado com luz azul do fotopolimerizador por 0 € 20 min. Os valores
sao expressos como a media de 2 ensaios independentes com 2 replicados;

barras de erro representam o DP entre ensaios.

Tendo em conta a baixa taxa de fotoinativacdo da C. albicans em dentes
utilizando este protocolo de aPDT e a escassez de tempo para encontrar
solugdes para aumentar a eficiéncia desta terapia, nao foram realizados mais

ensaios em dentes.

26



27



28

DISCUSSAO



29



4. DISCUSSAO

O grande objetivo deste estudo foi estudar a eficiéncia da aPDT como
terapia na doenca periodontal, através da realizagdo de estudos, in vitro e ex
vivo em dentes, de inativagdo dos microorganismos periodontopagénicos C.
albicans e E. faecalis, usando a ProtolX como PS e o fotopolimerizador como
fonte de luz.

Existem muitos estudos sobre a aPDT neste campo, mas utilizam outro
tipo de fotossensibilizadores e fontes de luz. (11,20) Neste trabalho, foi possivel
verificar que aPDT, usando porfirinas como PS e o fotopolimerizador como fonte
de luz, é eficiente na inativagdo dos microorganismos C. albicans e E. faecalis.

Os ensaios in vitro tiveram como objetivo verificar se os agentes
periodontopatogénicos escolhidos eram suscetiveis a esta terapia. Nos primeiros
ensaios in vitro foi estudado o efeito fotodinamico da ProtolX a 10 uM na
inativagdo do fungo C. albicans, onde foi possivel verificar que com esta
concentragdo apenas ocorreu uma ligeira diminui¢ado da viabilidade do fungo.

De forma a aumentar a taxa de fotoinativacdo da C.albicans a
concentragdo da ProtolX foi aumentada para 20 uM, concentragdo onde se
verificou que houve diminuigao significativa na viabilidade deste fungo apos 10
e 20 min de irradiagao.

Com estes resultados, € possivel concluir que a C. albicans é suscetivel
a aPDT usando a ProtolX como PS e o fotopolimerizador como fonte luz.

No que toca aos ensaios in vitro com E. faecalis, fomos também verificar
se a bactéria era suscetivel a técnica de aPDT. Como foi anteriormente verificado
no ensaio in vitro de fotoinativagdo da C. albicans que a concentracdo mais
eficaz de PS foi com 20 uM, os ensaios foram realizados apenas com esta
concentracdo. Conferimos que, com esta concentragao e apds 20 minutos de
irradiagcédo, ocorreu a inativagao total desta bactéria. De forma a verificar se
tempos menores de irradiagcdo eram igualmente eficazes na inativagdo da E.
faecalis, foram realizados estudos com menores tempos de irradiacio. Verificou-
se que eram igualmente observadas elevadas taxas de inativacdo desta
bactéria. Estes resultados permitem concluir que a E. faecalis € mais suscetivel
a aPDT do que a C. albicans.
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Apos o estudo in vitro das melhores condi¢cdes de fotoinativacdo da C.
albicans e do E. faecalis, foram realizados estudos ex vivo da fotoinativagdo em
dentes. Inicialmente foram realizados os estudos de fotoinativacdo da C.
albicans usando as melhores condi¢des de irradiacdo e concentracao de ProtolX
encontradas nos ensaios in vitro, isto €, 20 minutos de irradiagédo e 20 uM de
ProtolX.

Os resultados deste estudo ex vivo mostraram que nao foi possivel
inativar a C. albicans em dentes. Mesmo apds o aumento da concentracdo do
fotossensibilizador para 50 uM, a reducao da viabilidade do fungo foi ligeira. Este
facto pode ser devido a matriz do dente que, por ser demasiada complexa, ndo
permite a difusdo eficiente das espécies reativas de oxigénio que se produzem
no processo da PDT.

Tal como foi referido anteriormente, s&o escassos os artigos cientificos
estudando o efeito fotossensibilizador das porfirinas conjugados com o uso do
fotopolimerizador no tratamento da periodontite.

De acordo com a literatura disponivel, € possivel verificar a eficacia da
aPDT na inativagdo de microorganismos prevalentes na doenga periodontal.
(21,22)

Prasanth et al. 2014, estudaram o efeito fotodindmico utilizando as
porfirinas catiénicas meso- substituida com grupos imidazole (ImP) e a porfirina
meso- substituida por grupos piridinium (PyP), sobre as bactérias Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum) (Gram-negativo), E. faecalis (Gram-positivo) e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a) (Gram-negativo ), com uma fonte
de luz de comprimento de onda de 637nm. Foi possivel verificar que a PyP, a
uma concentragao de 22 uM nao apresentava toxicidade no escuro, ao contrario
da ImP, que apresentava toxicidade em todas as concentracdes (2-22 uM).
Relativamente a inativacdo das bactérias, os autores mostraram que, com uma
concentragéo de 2 uM de ImP, ocorre a inativagcéo E. faecalis. Nas bactérias de
Gram-negativo, a PyP a 5 uM permitiu a inativagdo completa da A.a e F.
nucleatum.

Comparando estes resultados e o resultado obtido neste trabalho é
possivel verificar que porfirinas sdo, regra geral, compostos ndo toxicos, nas

concentragbes testadas. E possivel também verificar que as porfirinas sdo
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capazes de fotoinativar bactérias periodontopatogénicas. Além disso, € legitimo
afirmar que existe uma logica de proporcionalidade, no que toca a quantidade
de concentracédo de PS, ou seja, usando maior concentragdo, € induzido um
efeito fotodinamico mais eficaz. Apesar disso, no trabalho de Prasanth et. al.
foram utilizados dois PSs, sendo que ambos sao catiénicos. Em adi¢ao, foram
utilizadas bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo, ao passo que no
nosso estudo foi utilizada uma bactéria de Gram-positivo. O que se pretende
afirmar é que, apesar das semelhancas e dos pontos em comum, que permitem
estabelecer pontos de consenso entre os resultados obtidos em ambos os
estudos, ha algumas variaveis diferentes, que tém a sua quota parte na
influéncia dos resultados recolhidos.

Song et al. estudaram o efeito fotodinamico do PS anidnico sinoporfirina
de sédio (DVDMS) sobre a Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), bactéria de
Gram-negativo, irradiada com uma fonte de luz LD, cujo comprimento de onda &
de 390-400 nm. (22) Este estudo mostrou que a DVDMS promove uma
inativacdo eficaz na bactéria periodontopatogénica em concentragcoes
superiores a 10 uM.

Tendo em conta os resultados obtidos neste trabalho e comparando com
o estudo descrito por Song et al. € possivel constatar, mais uma vez, a
potencialidade do uso de porfirinas como PSs no tratamento de infe¢des orais,
como a periodontite.

Portanto, tal como foi referido, em contexto de ensaios in vitro, foi possivel
retirar alguns pontos de contacto em termos de resultados obtidos. Efetivamente,
€ relevante acrescentar que a escassa literatura existente se foca apenas em
ensaios in vitro, contrariamente a nossa producgao cientifica, que realizou ensaios
ex vivo, além dos ensaios in vitro. Invariavelmente, isso pode ser considerado
como algo inovador e um avango em termos de evidéncia cientifica, visto que
através de ensaios ex vivo € possivel simular com maior precisdo a realidade na

cavidade oral, em ambiente clinico.

Porém, €& importante referir que no futuro sera necessario otimizar o
procedimento laboratorial, de forma a obter resultados mais eficientes,

nomeadamente nos ensaios ex vivo. Essa otimizacdo podera passar por testar
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concentragdes mais elevadas de PS, garantindo sempre que essa concentragéo
nao possuia potencial téxico. Também se podera ponderar a utilizagdo de PSs
cationicos, visto que estes apresentam um efeito fotodindmico geralmente mais
eficaz na inativagao de bactérias e fungos. (16) Seguidamente, apds ter sido
obtido maior evidéncia cientifica em laboratério, sobre a abordagem mais
eficiente deste protocolo de aPDT (usando porfiinas como PSs e o
fotopolimerizador como fonte de luz), seria pertinente realizar estudos em
ambiente clinico, com pacientes de forma a obter maior fundamento cientifico.
Nao esquecer que a aPDT ja é utilizada como técnica adjuvante da terapia
periodontal basica e da RAR, com resultados que revelam ter boas perspetivas
de futuro (13), porém utilizam componentes distintos deste estudo cientifico
(outros PSs e outras fontes de luz). Visto que este trabalho assenta sobre um
tipo de procedimento inovador, é essencial esse estudo em ambiente clinico, de
forma a sustentar com evidéncia cientifica a pertinéncia clinica deste novo

procedimento, do qual temos bons indicadores in vitro.
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5. CONCLUSAO

Este estudo comprova a elevada potencialidade da aPDT para a
inativagdo de microrganismos periodontopatogénicos usando a ProtolX como
PS e o fotopolimerizador como fonte de luz. No entanto, mais estudos deverao
ser realizados de forma a otimizar este protocolo para a sua aplicagdo em
ambiente clinico. Os resultados obtidos nos estudos in vitro permitem concluir
que a Proto IX a 20 uM é eficiente na inativagao da C. albicans e do E. faecalis
quando irradiados como fonte de luz azul, com comprimento de onda de 385-
515 nm.

No entanto, mais estudos deverao ser realizados de forma a otimizar este
protocolo de aPDT para a sua aplicagdo em ambiente clinico.

Por fim, &€ de enfatizar as boas perspetivas relativamente a esta
abordagem clinica, visto que, apesar de inovadora, logo, com escassa literatura

relacionada, configura-se como um procedimento clinico promissor.
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7. ANEXOS
7.1 Parecer sobre o projeto n° 160
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Parecer sobre o projeto n2 160
Comissdo de Etica para a Satde da Universidade Catdlica Portuguesa
Mandato 2019/2023

Projeto de Investigagao
Na reunido do dia 23 de setembro de 2021, a CES-UCP esteve reunida e apreciou do ponto de vista ético os
elementos submetidos pela investigadora principal. Apds apreciagdo redige o seguinte parecer.

Titulo: Avaliagdo de novos materiais e/ou compostos com atividade antimicrobiana e de novas
metodologias para desinfegdo intracanal em endodontia: um modelo ex vivo.

Investigadora Principal: Rita Branddo de Pinho Noites
Equipa de investigagdo: Ana Sofia Duarte; Ana Peixoto Gomes
Todas da Faculdade de Medicina Dentaria da UCP, Viseu.

Resumo:

Justificagdo

No ambito da endodontia, a integridade do complexo dentino-pulpar pode ser comprometida devido a
diversos fatores, externos ou internos como é o caso de traumatismos ou o caso de patologias pulpares
respetivamente, contudo, nas diversas situacGes este comprometimento é devido a infecdo por
microrganismos. A irrigacdo é parte essencial de um tratamento endodontico radical bem-sucedido, pois
cumpre varias fungdes mecanicas, quimicas e (micro) bioldgicas importantes. A irrigagdo também é a Unica
forma de aceder &s areas da parede do canal radicular que ndo sdo alcangadas por instrumentagdo mecanica,
assim sendo é de elevada importdncia a pesquisa constante de novos irrigantes, de forma a encontrar aquele
que satisfaga de melhor forma as necessidades terapéuticas, de modo a diminuir valores de citotoxidade e
genotoxicidade elevados.

Objetivos

Este estudo tem como objetivo testar novos materiais irrigantes endoddnticos, compostos e/ou
metodologias de desinfe¢do em dentes que tenham sido extraidos, por diferentes razées clinicas, visando a
sua aplicagdo futura e segura em tratamentos endoddnticos. A biocompatibilidade e seguranga das
estratégias antimicrobianas desenvolvidas serd previamente estudada através de ensaios ex vivo. Serd ainda
considerada o estudo de outras metodologias para a desinfegdo intracanalar como é o caso da Terapia
Fotodinamica antimicrobiana (aPDT).

Local e participantes

A componente experimental do estudo ira ser realizada no SalivaTec, Centro de Investigacdo Interdisciplinar
em Saude (CIIS), integrante da U C P — Viseu.

Participantes: “Dentes superiores e inferiores com canal radicular Unico (incisivos, caninos e pré-molares)
gue que possuam apices completamente formados, e que tenham sido extraidos por razGes clinicas como
doenga periodontal ou motivos ortoddnticos”. Ndo estdo incluidos nem menores, nem grupos vulneraveis.
N&o se aplica a alinea de potenciais riscos / incémodos, assim como beneficios para os participantes, uma
vez que ndo ha contacto com pacientes, ja que o estudo versa sobre dentes previamente extraidos.

O projeto n3o é financiado, ndo foi submetido a outra Comissdo de Etica, nem é necessario um seguro.

Documentos apresentados:

- Curriculo académico de cada uma das investigadoras.

- Projeto de investigagdo.

- Cronograma. De janeiro de 2022 a 2023. N3o tem data nem estd assinado.
- Declaragdo de que ndo ha conflito de interesses.
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- Modelo de autorizacdo do dador, feito em duplicado, um exemplar para a investigadora e outro para a
pessoas que consente.

- Declaragédo de confidencialidade dos dados obtido. O estudo “nédo ira tratar dados de nenhum paciente, no
entanto todos os dentes recolhidos serdo usados exclusivamente para o estudo em guestdo. Apds o
término do estudo todos os dentes recolhidos serdo destruidos. O projeto final a tornar publico ndo
contera nenhuma referéncia que permita a identificacdo dos participantes”.

- Autorizagdo da Diretora Clinica da Clinica Dentaria da FMD — UCP, para a recolha de dentes na clinica.

- Avaliagdo de impacto sobre a prote¢do de dados: Refere-se “o que estd em vigor pela Comissdo Europeia
referente a AIPD e de acordo com a natureza do estudo em causa: “um médico da comunidade que efetua
o tratamento dos dados pessoais dos seus doentes. Neste caso, ndo é necessario realizar uma AIPD, uma
vez que o tratamento efetuado pelos médicos comunitarios ndo é efetuado em grande escala caso o
numero de doentes seja limitado”.

Estiveram presentes na reunido n? 32 da CES-UCP
Presidente: Doutora Mara de Sousa Freitas
Vice-Presidente: Doutora Teresa Marques

Doutor Jerénimo Santos Trigo
Doutor Pedro Garcia Marques
Dr. Eugénio Fonseca
Doutora Marta Brites

Conclusdo

Quvido o Relator, e o plendrio da reunido de 23 de setembro de 2021, realizada por videoconferéncia, esta
CES delibera, por unanimidade, emitir Parecer Favoravel, Notamos apenas que o cronograma deve estar
datado e assinado, o que solicitamos que seja efetuado.

Esta CES solicita a Investigadora Principal que, aguando da conclusdo do estudo, lhe seja enviada uma sintese
dos resultados obtidos e respetivas conclusdes, via eletrénica, para o correio eletronico da CES UCP.

A Presidente,
Hona de¢ Sousa freita

Mara de Sousa Freitas
23/09/2021
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