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Microbiological control of dental prostheses with photodynamic therapy

Livia Nordi Dovigo* RESUMO
Ana Cldudia Pavarina** As préteses dentarias fixas ou removiveis podem ser utilizadas para reabilitagdo estética e funcional
Janaina Habib Jorge*** de pacientes que apresentam dentes e tecidos contiguos ausentes. Uma prétese removivel, ainda

Vanderlei Salvador Bagnato**** que adequadamente planejada e confeccionada, pode ocasionar alteragoes na microbiota bucal

do paciente que a utiliza, resultando na colonizagédo das superficies protéticas por microrganismos
patogénicos. Quando aderidos aos materiais que compéem as proteses, esses microrganismos
podem ocasionar enfermidades locais, como a candidose bucal, bem como infecgoes sistémicas
nos pacientes com algum comprometimento sistémico. Além disso, existe a possibilidade da
ocorréncia de contaminagao cruzada entre profissionais odontolégicos que manipulam as préte-
ses durante o atendimento clinico ou ajustes no laboratdrio de prétese dentédria. Alguns métodos
de desinfecgao tém sido sugeridos como forma de prevenir a contamina¢ao cruzada e tratar as
infecgoes relacionadas a utilizagdo de préteses removiveis. No entanto, os problemas associa-
dos a utilizacdo de solu¢des quimicas e o desenvolvimento de resisténcia microbiana as drogas
antimicrobianas tém impulsionado a investigagdo de novos métodos de inativagao microbiana e
desinfeccao de proéteses. Diversos estudos desenvolvidos até o presente momento demonstram
o potencial da terapia fotodinamica (TFD) para inativagdo microbioldgica, inclusive de espécies
que constituem a microbiota bucal e podem ser encontradas colonizando préteses dentarias. Este
artigo é uma revisao da literatura acerca da TFD para inativacao microbiana e sua aplicagdo para
controle microbiano em préteses dentdrias.

Unitermos - Fotoquimioterapia; Estomatite sob prétese; Protese dentaria; Candidiase bucal.

ABSTRACT

The fixed or removable dentures can be used for cosmetic and functional rehabilitation of patients
with missing teeth and contiguous tissues. A removable denture, even if designed and cons-
tructed properly, can modify the microflora balance of the mouth, resulting in the colonization
of prosthetic surfaces by pathogenic microorganisms. When adhered to the prosthetic surface,
these microorganisms may cause local infections to patients, such as denture stomatitis, as well
as systemic complications in patients with low immunity. In addition, there is the possibility of
cross-contamination between dentist, patient, assistant, and laboratory technician that handling
the dentures during clinical care or adjustments. Some denture-disinfection methods have been
suggested to prevent cross-contamination and to prevent or treat the local infections associated to
use of removable dentures. However, the problems related with the use of chemical solutions, and
the increasing antimicrobial resistance of microorganisms, have motivated researches to search for
new methods to inactivate microorganisms and disinfect dentures. Several studies conducted to
date show the efficacy of photodynamic therapy (PDT) for microorganism inactivation, including
oral species that can be found colonizing denture surfaces. This article reviews the literature on
PDT for microbial inactivation and its application for microbial control in dental prosthesis.

Key Words - Photochemotherapy: Denture stomatitis; Dental prosthesis; Candidiasis oral.

*Pés-doutoranda do Grupo de Optica - Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo — USP.

**Professora adjunta do Departamento de Materiais Odontolégicos e Prétese — Faculdade de Odontologia de Araraquara da Uniwersidade Estadual
Paulista — Unesp.

***Professora assistente doutora do Departamento de Materiais Odontolégicos e Prétese - Faculdade de Odontologia de Araraquara da Universidade
Estadual Paulista — Unesp. ;

****Professor titular do Departamento de Fisica e Ciéncia dos Materiais — Grupo de Optica - Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de
Séo Paulo - USP.

40  REVISTA IMPLANTNEWS 2012;9(1a):40-4




O uso continuo de préteses dentais removiveis,
quando associado a higienizacao inadequada, promove
condicoes favordveis para que microrganismos colonizem
as superficies protéticas e desenvolvam biofilme micro-
biano sobre os materiais que compdem as préteses. Um
biofilme caracteriza-se por ser uma comunidade complexa
de microrganismos envolta em matriz de polissacarideos,
favorecendo a proliferacao e a sobrevivéncia dos mesmos.
E por essa razdo que a prétese pode funcionar como
reservatério de microrganismos, possibilitando o desen-
volvimento de infecc¢oes locais e a transmissdo cruzada
de patégenos no consultério odontolégico e deste ao
laboratério de prétese.

Algumas espécies de fungos e bactérias associadas
a doencas sistémicas tém sido isoladas dos biofilmes pro-
téticos. A colonizacdo por espécies fungicas do género
Candida possui grande relevancia clinica, pois podem
levar ao desenvolvimento da candidose bucal e a orofarin-
gea, consideradas as infecgdes fingicas mais frequentes
entre humanos’. A colonizacdo fingica e a subsequente
formacao de biofilme nas superficies das préteses dentais
removiveis é um importante fator relacionado ao desen-
volvimento da candidose conhecida como estomatite
protética. Essa infeccao caracteriza-se pela presenca de
multiplos pontos hiperémicos na mucosa subjacente as
préteses dos pacientes e, em casos mais avangados, tam-
bém podem ser observadas areas eritematosas difusas e
hiperplasia papilar do palato®.

Para um controle adequado da colonizacao das
préteses e a prevencao de infecgdes nos pacientes, é
necessdria a utilizacdo de procedimentos efetivos na
inativacao de microrganismos. A imersao das proteses
em solucoes quimicas, como glutaraldeido, hipoclorito de
sédio, diéxido de cloro, iodéforo, dlcool e clorexidina, ja foi
muito recomendada?. No entanto, essas solugdes podem
causar efeitos deletérios sobre as propriedades fisicas e
mecanicas dos materiais que compdem as préteses. Além
disso, quando é realizado diagnéstico de candidose bucal
associada a prétese, é necessaria utilizacao de terapias
medicamentosas. Os tratamentos atualmente disponiveis
sao baseados na administracao de antifiingicos tépicos
e sistémicos. Apesar da remissdo de sinais e sintomas
clinicos da infecgao ser normalmente observada, os me-
dicamentos tépicos resultam em efeito apenas temporario
e os sistémicos tém sido apontados como causadores de
resisténcia nas espécies de Candida®.

Tendo em vista os problemas associados a utilizacao
de solugdes quimicas, estudos recentes tém buscado o
desenvolvimento de procedimentos alternativos para a
descontaminacdo de préteses. Além disso, as deficiéncias
apresentadas pelos tratamentos antifingicos atualmente
disponiveis tém direcionado as pesquisas para o desen-
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volvimento de estratégias alternativas no tratamento
de infecgoes localizadas, como a candidose bucal. Uma
modalidade terapéutica promissora para a inativagao de
microrganismos patogénicos € a terapia fotodinamica (do
inglés, photodynamic therapy), também denominada de
quimioterapia fotodindmica antimicrobiana (do inglés,
photodynamic antimicrobial chemotherapy) ou inativacao
fotodindmica (do inglés, photodynamic inactivation). A
terapia fotodinamica, ou TFD, tem mostrado resultados
promissores para inativacao de microrganismos res-
ponséveis por infecgoes bucais, especialmente sobre as
espécies de Candida relacionadas a colonizacao protética
e candidose bucal. Apesar de ser uma terapia ainda em
desenvolvimento, um nimero expressivo de relatos tem
sido publicado na literatura cientifica sugerindo a aplica-
cao da TFD na Odontologia.

Revisao da Literatura e Discussao

Histaria e mecanismo de agdo da TFD

Historicamente, a associacdo de substdncias quimicas
e luz foi relatada no final do século XIX por Oscar Raab,
o qual investigou o efeito antimicrobiano dos corantes
eosina e acridina, na presenca de luz, sobre Paramecium
caudatum®. No entanto, a literatura cientifica mostra que a
intensa investigacao da TFD foi inicialmente voltada a sua
aplicacao como alternativa para tratamento de lesées de
céncer®. A extensao da TFD como modalidade terapéutica
para o tratamento de doengas nao oncolégicas, incluindo a
inativacdo microbiana e tratamento de infecgoes, ainda re-
presenta um recente campo de investigagdes cientificas®’.

O processo fotodinamico requer a utilizacao de um
agente fotossensibilizador (FS), a aplicacao de uma luz
que seja correspondente a banda de absorcdo do FS, e a
presenca de oxigénio*?®. Inicialmente, a célula-alvo deve
ser tratada com o FS de absorcdo maxima de luz especifica,
em um processo conhecido como fotossensibilizacao. O
periodo de tempo no qual as células microbianas ficam em
contato com o FS, sem a presenca de luz, é conhecido como
tempo de pré-irradiacdo (TPI)°. Apds este periodo, uma
fonte de luz deve ser acionada para a iluminacao do alvo
sensibilizado. A interacao da luz de comprimento de onda
adequado com o FS, na presenca de oxigénio, resulta em
espécies reativas capazes de induzir a inativagdo celular*®.

Tem sido sugerido que esse mecanismo envolve a
absorcao de fétons da fonte de luz pelo FS, o que leva seus
elétrons a um estado de excitacdo. Na presenca de oxi-
génio, o FS excitado pela luz pode reagir com moléculas
vizinhas, para retornar ao seu estado natural, por meio de
dois principais mecanismos. Um deles é transferéncia de
elétrons ou hidrogénio, levando a prdducao de radicais
livres (reacao do Tipo I). O outro mecanismo ocorre por
transferéncia de energia ao oxigénio (reagdo do Tipo II),
levando a producdo de oxigénio singlete (*O,)%%. Ambos
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os caminhos podem levar a morte celular. No entanto, os
hidroperéxidos resultantes da reacao do Tipo I podem
levar a formacao de diferentes espécies reativas, as
quais possuem reatividade nao especifica com moléculas
organicas. Isso significa que qualquer macromolécula
celular pode ser um alvo em potencial para TFD®®, Outra
caracteristica do mecanismo da TFD na fotoinativagdo
de biofilmes microbianos parece ser a desestruturacao
das camadas celulares do biofilme. Resultados de inves-
tigagoes recentes sugerem que a TFD pode ndo somente
diminuir a viabilidade e o metabolismo celular dos micror-
ganismos, como também reduz a biomassa aderida nessas
comunidades microbianas'®!!. Imagens de microscopia
realizadas em um estudo!! mostraram que a quantidade de
células aderidas aos biofilmes microbianos diminuiu ap6s
a aplicagdo da TFD. Por essa razao, a TFD parece possuir
importantes vantagens em comparac¢ao aos tratamentos
antifingicos convencionais, jd que a multiplicidade de
alvos torna improvavel o desenvolvimento de resisténcia
pelos microrganismos expostos e a resisténcia conferida
pela estrutura do biofilme poderia ser contornada por meio
de aplicacoes sucessivas da terapia'2.

Estudos realizados in vitro para inativagéo
fUngica e desinfeccao de proteses

Os compostos derivados da hematoporfina estao en-
tre os primeiros FSs estudados para aplicacao em TFD?2,
Isto ocorreu provavelmente em razdo do tratamento fo-
todinamico de tumores ser frequentemente baseado nas
porfirinas e seus andlogos®. A inativacao de espécies de
Candida foi descrita em trabalhos in vitro e in vivo com a
utilizacdo deste tipo de FS. Autores'® demonstraram que
a utilizacao de 10 mg/L da hematoporfirina provocou
reducao na viabilidade celular da C. albicans ap6s qua-
tro minutos de iluminag¢ao. Um estudo! também obteve
resultados similares ao se avaliar a atividade metabdlica
da C. albicans ap6s a TFD mediada pelo Photofrin. Apesar
de a C. albicans ser considerada a espécie mais prevalen-
te, outras espécies de Candida vém sendo associadas a
colonizacao de prétese e desenvolvimento de infecgoes'.
Recentemente, autores'® descreveram a eficdcia da asso-
ciacao de um agente derivado da hematoporfirina (Photo-
gem) associado ao LED na inativacao de cepas de C. albi-
cans, Candida glabrata, Candida dubliniensis e Candida
tropicalis, e cepas isoladas clinicamente e identificadas
como resistentes a fluconazol das espécies C. albicans e
C. glabrata'®'’. O mesmo FS também foi avaliado em um
estudo in vitro que teve como objetivo a desinfeccao de
préteses dentdrias por meio da TFD!®, Os autores mos-
traram que a aplicacao de 50 mg/L de Photogem sobre
as superficies protéticas, seguida de iluminagdo com luz
LED a 37,5 J/cm? proporcionou desinfecgdo de préteses
contaminadas com diferentes espécies de Candida. A
reducdo em Jog variou de acordo com a espécie avaliada,
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sendo que a C. tropicalis apresentou a maior reducao (3,99
logs), enquanto que as demais espécies foram reduzidas
em 2,67; 2,29; 2,17; e 1,73 logs (C. krusei, C. albicans, C.
glabrata e C. dubliniensis, respectivamente)!®.

Como a aplicacdo antimicrobiana da TFD é direcio-
nada ao tratamento de infecc¢oes superficiais, sua forma de
aplicagdo e agao pode diferir da aplicacdo no tratamento
de tumores. Por essa razao, diversos outros tipos de FSs
tém sido propostos, como fenotiazinas'®, ftalocianinas®
e clorinas?!. Em 1992, autores? avaliaram 27 compostos
quimicos associados com iluminacdo com Iaser de Hélio-
Nebnio (HeNe) na inativacao de microrganismos bucais.
Muitas substancias avaliadas foram eficazes para inativa-
cao fotodinamica, com destaque para azul de ortotoluidina
(TBO) e azul de metileno. Um estudo posterior?* mostrou
que a associacao da aplicacao do laser de HeNe com o
corante TBO foi um procedimento efetivo na inativacao
de C. albicans e de outras espécies de Candida.

Apesar desses resultados, a completa inativacao das
espécies de Candida néo é frequentemente observada e
alguns FSs disponiveis mostraram efeito antimicrobiano
reduzido em biofilmes de Candida e modelos animais de
candidose’'¢. Neste contexto, a investigacdo de novos FSs
com elevada efetividade na inativacdo de microrganismos
ainda é um importante desafio. Algumas substdncias
corantes, como a eritrosina e o rosa begala, foram recen-
temente avaliadas e parecem ter eficdcia na inativacao de
espécies de Candida. No entanto, os autores mostraram
que quando avaliados sobre biofilmes fiingicos, esses co-
rantes resultaram em um efeito fotodindmico reduzido?.
Outro fotossensibilizador que parece ter potencial de
aplicacao na TFD antimicrobiana é a curcumina. Estu-
dos recentes mostraram que baixas concentracgées deste
composto, quando associadas a luz LED, sao suficientes
para promover inativacao de diferentes cepas de Candida,
redugoes significativas no metabolismo e na biomassa
de biofilmes?. No entanto, ainda nao foram encontrados
estudos que tenham avaliado a eficacia desses FSs para
desinfeccao de proéteses.

Estudos realizados in vivo para inativagao
fungica e desinfeccdo de proteses

Nos ultimos anos, um considerdavel nimero de
investigagoes foi publicado com o intuito de avaliar os
efeitos antimicrobianos da TFD, especialmente na area
odontolégica. Apesar disso, ainda existem poucos rela-
tos na literatura sobre a utilizagdo in vivo da TFD para o
tratamento da candidose bucal e para a desinfecgao de
préteses dentdrias. A utilizacdo do FS azul de metileno
ja foi investigada em estudos realizado§ em animais.
Recentemente, autores?® utilizaram menor concentracao
do mesmo FS (100 mg/L) em outro modelo animal de
candidose, com o objetivo de avaliar a viruléncia de C.
albicans ap6s a TFD. Foi relatado que ap6és o tratamento,



o nimero de células vidveis de C. albicans permaneceu
o mesmo encontrado nos animais nao tratados. No entan-
to, nao foram encontrados estudos clinicos que tenham
avaliado este FS para o tratamento de candidose bucal
ou para desinfeccao de proéteses.

Um estudo’ utilizando metodologia previamente
descrita para inoculagdo de C. albicans em camundon-
gos imunossuprimidos resultou no desenvolvimento de
infeccbes fungicas caracterizadas por lesoes brancas
macroscépicas tipicas ou pseudomembranas no dorso da
lingua dos animais avaliados. O tratamento fotodinamico
incluiu a aplicagao tépica do Photogem nas concentragoes
de 400, 500 e 1.000 mg/L, seqguida da iluminacao das le-
sdes com luz LED, com a dose de aplicacao de 305 J/cm?
Foi verificada redugdao significativa dos valores de ufc/mL
de C. albicans da lingua de camundongos apoés aplicagao
da TFD, em todos os protocolos avaliados’. A diminui¢ao
nos valores de ufc/mL foi superior a 1 log,, em todas as
condicoes de TFD avaliadas, sendo que a utilizagao de 500
e 1.000 mg/L de Photogem resultou nas maiores taxas de
reducdo (1,59 e 1,401og,, respectivamente)’. E importante
salientar que, adicionalmente a eficacia da TFD em inati-
var C. albicans, foi observado que esta terapia nao parece
promover efeito citotéxico nos tecidos animais. Estudos
realizados em ratos, que tiveram o tecido palatino exposto
a aplicacao tépica de TFD antifingica, nao observaram
nenhum dano tecidual significativo, tanto macroscopica
quanto microscopicamente, apés a utilizacao de 500 e
1.000 mg/L de Photogem associado a iluminacao LED nos
comprimentos de onda azul e vermelho?-%,

Um estudo clinico foi realizado com o objetivo de se
avaliar a eficacia da TFD para o tratamento de pacientes
com estomatite protética?. Neste estudo foram recruta-
dos individuos diagnosticados com estomatite protética,
que foram submetidos a seis sessoes de TFD, sendo trés
sessdes por semana durante duas semanas. A terapia foi
aplicada tanto no tecido infectado, como também nas
proteses dentais dos pacientes e, em ambos os casos, a
concentracdo de Photogem foi de 500 mg/L*. A ilumina-
cédo do palato dos individuos foi realizada com luz LED
a 122 J/cm?, enquanto que as préteses foram iluminadas
a 37,5 J/cm?. Os resultados demonstraram redugdao no
nimero de coldnias vidveis de Candida spp. apés o tér-
mino do tratamento e reducdo dos sinais de inflamagao
do palato, sendo que em quatro pacientes foi observada a
remissao clinica (cura) dos sinais e sintomas da infeccdo®.

A utilizacdo da TFD mediada pelo Photogem também
foi investigada como método para desinfeccdo clinica
de préteses totais'’; 60 pacientes saudéveis, usudrios
de préteses dentais, foram selecionados e divididos em
quatro grupos experimentais. Nos grupos P50S e P100S, a
fotossensibilizacdo das préteses foi realizada com solugées
liquidas de Photogem 50 mg/L e 100 mg/L que foram apli-
cadas nas superficies protéticas por meio de um spray. Nos
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grupos P50G e P100G foi utilizado Photogem na forma de
gel para fotossensibilizar as préteses. Em todos os casos, as
proéteses foram iluminadas no equipamento LED durante
26 minutos ou 37,5 J/cm?. Foram coletadas amostras micro-
bioldgicas das superficies protéticas antes e apés a TFD e
o material foi plaqueado em meios de cultura especificos.
Foi observada eliminacdo total dos microrganismos, em
60%, 53%, 47% e 40% das préteses dos grupos P100G,
P50G, P100S e P50S, respectivamente®. Os autores do
estudo também descreveram que, nos casos onde a TFD
nado promoveu esterilizagdo das préteses, foi observada
reducdo significativa no nimero de colonias viaveis. A
desinfeccao foi observada apés os quatro tratamentos uti-
lizando TFD, visto que estes reduziram significativamente
mais de 90% dos microrganismos presentes nas préteses’.
Embora tal investigacdo tenha sido a primeira a descrever
a utilizacéo clinica da TFD para desinfeccédo de préteses,
os resultados apresentados podem ser comparaveis com
os de pesquisas que aplicaram a TFD para desinfeccao
de dentina cariada®, os quais observaram reducao nos
microrganismos.

Conclusao

De acordo com todas as informacodes descritas, a TFD
parece ser um método promissor para tratamento de can-
didose bucal e desinfeccdo de préteses dentais. Existem
alguns estudos clinicos que comprovaram o potencial
de aplicacdo da TFD para desinfecgdo de préteses e,
possivelmente, prevencdo de contaminagao cruzada nos
ambientes odontol6gicos que manipulam as préteses dos
pacientes para realizacao de ajustes e manutencao. Ape-
sar disso, poucos foram os FSs investigados em situagoes
in vivo. Estudos recentes vém apontando novos compostos
para utilizacao em TFD antimicrobiana, que ainda deverao
ser avaliados para se determinar parametros clinicos que
resultem em melhor resposta desse tipo de tratamento.
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