UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA - NIVEL MESTRADO
AREA DE CONCENTRACAO CLINICA ODONTOLOGICA —- ENDODONTIA

LIVIA RAMOS ALVARIZA

AVALIACAO DO BIOFILME DE STAPHYLOCCOCUS EPIDERMIDIS DETECTADO
IN VITRO ATRAVES DE DIFERENTES FLUOROFOROS.

PORTO ALEGRE

2023



LIVIA RAMOS ALVARIZA

AVALIACAO DO BIOFILME DE STAPHYLOCCOCUS EPIDERMIDIS DETECTADO IN
VITRO ATRAVES DE DIFERENTES FLUOROFOROS.

Dissertacdo de Mestrado como requisito parcial a obtencédo do
titulo de Mestre em Clinica Odontolégica — Endodontia
apresentado ao Programa de Pos-Graduacao em Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Orientador: Prof. Dr. José Anténio Poli de Figueiredo

Porto Alegre
2023



CIP - Catalogagao na Publicagao

BAlwvariza, Liwvia Ramos

A'u'hLIAI:ﬁD O BIOFILME DE STAPHYLOCCOCUS EPIDERMIDIS
DETECTADD IN VITRO ATRAVES DE DIFERENTES FLUCROFOROS.
/ Liwvia Ramos Alvariza. -- 2023,

49 f,

Orientador: José Antdnio Poli de Figueiredo.

Dissertacdo (Mestrado) —— Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Odontologia, Programa
de Pos—Graduacdo em Odontelogia, Porto Alegre, BR-RS,
2023,

1. Fluorescéncia. 2. Biofilme. 3. Staphylococcus
epidermidis. 4. Endodontia. I. de Figueiredo, José
Antdnio Peli, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistena de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com as
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




LIVIA RAMOS ALVARIZA

AVALIACAO DO BIOFILME DE STAPHYLOCCOCUS EPIDERMIDIS DETECTADO IN
VITRO ATRAVES DE DIFERENTES FLUOROFOROS.

Dissertacdo de Mestrado como requisito parcial a obtengédo do
titulo de Mestre em Clinica Odontolégica — Endodontia
apresentado ao Programa de Pos-Graduacao em Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Orientador: Prof. Dr. José Anténio Poli de Figueiredo

Porto Alegre, 26 de abril de abril de 2023

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Alexandre Corréa Ghisi
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Marcus Vinicius Reis SO
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Rafael Chies Hartmann
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul



AGRADECIMENTOS:

Agradeco a Deus por viver este grande sonho que € o mestrado, e por sempre abengoar
meus caminhos e sonhos.

Ao0s meus pais Andrea Alvariza e Roberto Alvariza. N&o tenho palavras para agradecer
por todo apoio que sempre recebi de vocés em todas as minhas escolhas. Obrigada por
terem se dedicado tanto a minha educacgéo e por todas vezes que eu achei que ndo seria
capaz, mesmo distantes fisicamente, vocés sempre me faziam acreditar com palavras
sébias e carinhosas. Todas as minhas conquistas sdo de vocés também, com certeza eu
ndo teria conseguido sem todo incentivo e ajuda.

Ao meu querido orientador prof. Dr José Anténio Poli de Figueiredo, obrigada por ter
me escolhido como tua orientada desde a especializagdo e novamente no mestrado. Com
certeza teu incentivo e palavras foram decisivas para eu escolher seguir este caminho. Eu
tenho muita admiracao por ti, alem da tua trajetéria brilhante de sucesso, tu és uma pessoa
extremamente humilde e com um coracdo gigante. Sou muito grata por aprender tanto
contigo e por tu sempre me acalmar dizendo que daria tudo certo.

Obrigada ao professor Liviu Steier, do departamento de Dentistica da Universidade da
Pensilvania (EUA), por compartilhar todo o teu conhecimento sobre fluorescéncia e
bioluminescéncia.

Sou muito grata a Escola de Ciéncias da Saude da PUCRS pela oportunidade de expandir
meus conhecimentos por meio da pesquisa laboratorial e aprendizado com Prof. Dra.
Silvia Dias de Oliveira, Maila e Vanessa. Ao funcionario Wagner do Laboratorio Central
de Microscopia e Microanalise da PUCRS (LabCEMM) pelo preparo das amostras da
MEV.

Muito obrigada ao Prof. Dr. Ricardo Abreu e aos seus orientados Rafael Nesello, Wesley
Krabbe e Leonardo Jahnke por terem cedido o0s dentes bovinos ao meu trabalho.

Aos meus colegas de especializacdo que viraram grandes amigos, obrigada por
compartilharem tantos momentos especiais. Tenho muita admiracdo por vocés. Rafael
Nesello, Bianca Sostisso, Mariana Deluca, Ana Paula Silva e Fernanda Friedrich.

Obrigada também a Marieli Pradebon, Jordana Koch, Kellyn Souza, Thais Marchand e
a Jéssica Araujo pela ajuda e parceria durante o meu trabalho. Jamais esquecerei aquela
quinta-feira de janeiro no laboratdrio, sou muito grata por toda colaboragdo de vocés.

E & Cauana Tavares por toda ajuda e colaboragdo durante a aquisi¢do das imagens do

trabalho.



Novamente & Marieli Pradebon e Jordana Koch por terem me escutado inimeras vezes,
quando eu pensava que ndo daria certo a pesquisa. Os conselhos e incentivo de vocés
foram essenciais.

Aos professores da banca prof. Dr. Alexandre Ghisi, prof. Dr Marcus Reis S e prof.
Dr Rafael Hartmann me sinto muito feliz e lisonjeada em té-los como contribuintes neste
trabalho, com certeza terdo muito a acrescentar.

Aos professores da pds-graduacdo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul da
area de Endodontia, sou muito grata por todo o aprendizado ao longo desses quase cinco
anos. Obrigada aos que me inspiram desde a graduacao e me motivaram de alguma forma
a seguir esse caminho.

E por fim ao programa de Pos-Graduagéo em Odontologia da UFRGS e a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) pelo ensino gratuito e de qualidade. Agradeco a
oportunidade de fazer parte dessa experiéncia que aprendi e evolui muito.

De modo geral, agradeco de coracdo a todos que, direta ou indiretamente, estiveram
comigo durante toda essa trajetOria e me apoiaram para que eu conseguisse percorrer esse

caminho.



O sucesso nasce do querer, da
determinacdo e persisténcia em se chegar a
um objetivo. Mesmo ndo atingindo o alvo,
guem busca e vence obstaculos, no minimo

faré coisas admiraveis.

José de Alencar



RESUMO:
O causador da doenca endodontica é o biofilme. Além disso, o Staphylococcus
epidermidis é uma das espécies bacterianas mais prevalentes em casos de reinfecbes pds-
tratamento endodéntico A fluorescéncia é uma abordagem de diagnostico inovadora e de
grande relevancia para a deteccdo de biofilmes bacterianos, este meio pode ser utilizado
para ajudar na diferenciacdo de tecidos saudaveis de contaminados. Nesse sentido, este
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de fluor6foros na visualizagédo
do biofilme endodéntico de S. epidermidis em dentes bovinos, através de um estudo
experimental laboratorial realizado em quarenta e cinco (45) dentes unirradiculares. Os
dentes foram contaminados com a cepa S. epidermidis por 48 horas, ap6s os dentes foram
divididos aleatoriamente em 5 grupos de tratamento: Controle Negativo; Controle
Positivo; 5-ALA, Qubit e Calceina. As amostras foram analisadas por meio do Reveal
FGS (ReVeal, Designs for Vision, New York, USA) e classificadas em sim/ndo para
fluorescéncia e espalhamento de imagem. Também, as amostras foram submetidas a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e a Contagem das Unidades Formadoras de
Coloénias (UFC) as quais foram analisados estatisticamente através dos testes Kruskal
Wallis, Mann-Whitney e ANOVA com post hoc de Tukey com P<0.05. Os resultados
comprovaram que a Calceina, o Qubit e 0 5-ALA mostraram-se bons fluoréforos para
visualizacao clinica do biofilme de S. epidermidis combinado a luz UV. O 5-ALA foi
considerado o melhor fluoréforo testado, pois além de apresentar fluorescéncia uniforme
sem espalhamento de imagem, mostrou também propriedades antimicrobianas frente ao

biofilme de S. epidermidis.

Palavras-chaves: Staphylococcus epidermidis, Fluorescéncia, Biofilme, Endodontia.



ABSTRACT:

Biofilm is the main mediator of endodontic disease, and Staphylococcus epidermidis is
one of the most prevalent bacterial species in cases of endodontic treatment failure.
Fluorescence is an innovative and relevant diagnostic approach for the detection of
bacterial biofilms, as it can help to differentiate healthy from contaminated tissues. The
aim of this study was to evaluate the effect of different fluorophores on the visualization
of S. epidermidis endodontic biofilm in bovine teeth. Forty-five (45) single-rooted teeth
were contaminated with S. epidermidis for 48 hours, and then randomly assigned to 5
treatment groups: Negative Control, Positive Control, 5-ALA, Qubit and Calcein.
Samples were clinically analyzed using Reveal FGS (ReVeal, Designs for Vision, New
York, USA) and categorized as positive or negative for fluorescence and image scattering.
Samples were also subjected to scanning electron microscopy (SEM) and colony-forming
units (CFU) counting, which were statistically analyzed using Kruskal Wallis, Mann-
Whitney, and ANOV A with Tukey post hoc (P<0.05) tests. Results showed that Calcein,
Qubit, and 5-ALA were effective fluorophores for clinical visualization of S. epidermidis
biofilm under UV light. However, 5-ALA was found to be the best fluorophore tested, as
it showed a uniform fluorescence without image scattering, as well as antimicrobial

properties against S. epidermidis biofilm.

Keywords: Staphylococcus epidermidis, Fluorescence, Biofilm, Endodontics.
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1. INTRODUCAO

A periodontite apical possui etiologia microbiana e é uma das doencas inflamatorias
mais comuns que afetam os seres humanos. Fungos, archaeas e virus ja foram encontrados
em associacdo com esta doenga, mas as bactérias sdo de longe 0s microrganismos mais
prevalentes e dominantes nas infecgdes endoddnticas (Siqueira e Rocgas, 2022).

Desse modo, o grande mediador da doenga endoddntica é o biofilme. Seus componentes
primarios sdo proteinas extracelulares e polissacarideos, 0s quais possuem papel
fundamental para sobrevivéncia celular, persisténcia microbiana e interacdo celular.
Alem disso, protegem as bactérias de agentes antimicrobianos, estresse ambiental,

tornando-as de 10 a 1000 vezes mais resistentes (Kumar et al., 2019).

De forma ampla, o objetivo de qualquer estratégia de desinfeccdo na area da saude é
reduzir a carga bacteriana a um nivel subcritico para que a resposta imune do paciente
permita a cura (Neelakantan et al., 2017). Assim, quando realizamos um tratamento
endoddbntico temos como principal objetivo eliminar as bactérias que ali estdo presentes,

bem como prevenir e evitar reinfecgdes (Bystrom e Sundgvist, 1981).

A fluorescéncia € uma abordagem de diagnostico inovadora e de grande relevancia para
a deteccdo de biofilmes bacterianos, particularmente em odontologia, este meio pode ser
utilizado para auxiliar na diferenciacdo de tecidos saudaveis e contaminados. Esta
abordagem possui grandes aplicacdes em situac6es clinicas e industriais onde a detec¢éo

ndo invasiva de biofilmes microbianos é importante (Shakibaie et al.,2018).

“Fluorescence-enhanced theragnosis”, descrito primeiramente pelo autor Liviu Steier
(2020), possui a finalidade de utilizar um dispositivo para que seja possivel aumentar a
capacidade de visualizacdo e avaliacdo, fornecendo orientacdes para o tratamento em todo
0 processo, desde o diagnostico até a diferenciacdo do tecido doente e saudavel. Unindo,

dessa forma, tanto terapia como diagndstico.

Portanto, justifica-se a necessidade de desenvolver métodos em que seja possivel usar a
fluorescéncia, como meio auxiliar de diagndstico e deteccdo de bactérias no interior dos
canais radiculares, considerando que uma das maiores falhas para o insucesso do

tratamento endoddntico é a permanéncia do biofilme bacteriano dentro dos canais.
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1.1 Biofilme bacteriano em endodontia:

O primeiro relato registrado de bactérias nos canais radiculares foi feito no século
XVII pelo cientista holandés Anthony Van Leeuwenhock, o qual relatou que o
material presente nos canais radiculares continha seres vivos microscopicos. Porém,
a descoberta da associacdo entre microrganismos e periodontite apical foi em 1894
por Willoughby Dayton Miller, por meio de um estudo de andlises de canais
radiculares. Ainda em 1976, apds constatar a presenca de bactérias em canais
radiculares necrosados, com evidéncia radiografica de periodontite apical, Sundqvist
confirmou a teoria de que as bactérias sdo o grande fator etioldgico da periodontite
apical (Siqueira et al., 2011).

O biofilme ¢é definido como uma comunidade complexa composta por
microrganismos, 0s quais estdo aderidos tanto a um substrato quanto uns aos outros.
Também, esta comunidade bacteriana esta envolvida em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares, permitindo a sobrevivéncia dos constituintes celulares a
ambientes hostis e fornecendo uma tolerancia aumentada a agentes antimicrobianos.
(Mohammadi et al., 2013).

Alem disso, a matriz de EPS possui a capacidade de atrasar a difusdo dos antibioticos
por ligacdo direta, funcionando como uma barreira impermeavel (Dunavant et al.,
2006). Outro fator que favorece a resisténcia bacteriana, consiste na forma que as
células se comunicam entre si, 0 mecanismo denominado quorum sensing esta
presente tanto nas bactérias gram-positivas como nas gram-negativas, como um
sistema que permite as bactérias funcionarem de forma coletiva (Lazar, 2011).
Segundo Jhajharia e colaboradores (2015), o biofilme se desenvolve em trés estagios.
No primeiro acontece a formacdo de uma camada de condicionamento, com a
absorcdo de moléculas organicas e inorganicas a uma superficie. Na segunda fase,
ocorre a adesdo das células bacterianas a camada de condicionamento, e no terceiro
estdgio acontece o crescimento bacteriano e a expansdo do biofilme. Assim,
microcolbnias sdo formadas em camadas de microrganismos que atraem
colonizadores secundarios para essa comunidade metabolicamente ativa.

A periodontite apical é o resultado do efeito dos patdgenos gque colonizam o sistema
de canais radiculares e da resposta imune do sistema de defesa do hospedeiro. A
composicao da microflora dos canais radiculares difere-se drasticamente nos casos de

tratamentos primarios e retratamentos. Acredita-se que a grande causa da doenca pos-
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tratamento endodéntico € a permanéncia dos microrganismos na regido apical do
canal radicular em dentes que ja foram obturados (Peciuliene et al., 2008).

As infeccbes endodonticas podem ser classificadas conforme a sua localizagéo
anatbmica: intraradicular ou extraradicular. E, também, quanto ao momento de
colonizacdo do canal radicular: priméria, secundaria ou persistente. (Siqueira et al.,
2002).

De acordo com o momento da colonizacdo, as infegdes primarias sdo causadas por
microorganismos que inicialmente invadem e colonizam a polpa necrdtica. As
infeccbes secundarias sdo causadas por microrganismos que foram introduzidos no
sistema de canais radiculares, durante ou ap6s a intervencdo endodontica. Esses
conseguiram sobreviver e estabeleceram uma infeccdo secundaria. Ja a infecdo
persistente € causada por microorganismos que foram membros da infecdo primaria
ou secundaria, e de alguma maneira foram capazes de resistir aos procedimentos
antimicrobianos e de sobreviver em periodos de privacao de nutrientes em canais que
ja foram tratados (Siqueira, 2002; Siqueira e Rocas, 2019).

O estudo do biofilme endoddntico é essencial para entendermos o potencial patogénico
da microbiota que coloniza os canais radiculares, para assim discutirmos novas

abordagens de detec¢édo do biofilme.

1.2 Staphylococcus epidermidis

Os estafilococos sdo cocos ndo madveis, ndo formadores de esporos e anaerobios
facultativos que podem ocorrer isoladamente ou em pares. Tambem, tém sido
associados a diversas infecces humanas e algumas espécies podem estar relacionadas
a infeccBes potencialmente fatais, especialmente em individuos comprometidos.
Embora os estafilococos ndo sejam considerados habitantes normais da cavidade oral,
algumas espécies, particularmente o Staphylococcus epidermidis, foram encontradas
em amostras da saliva de individuos saudaveis (Siqueira et al., 2002)

O S. epidermidis durante muito tempo foi considerado um microrganismo inocuo,
pois é uma cepa que faz parte da composicao da flora bacteriana natural em humanos,
sendo a espécie mais comum da microbiota da pele, assim como do sistema
respiratorio e do trato alimentar (Swolana et al., 2020).

Entretanto, nas ultimas décadas o S. epidermidis emergiu como um problema de

salde em hospitais, causando infecgdes em pacientes imunocomprometidos e
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hospitalizados por um longo periodo. E considerado o patdgeno mais importante
envolvido em bacteremias, endocardites e infec¢des cutaneas (Vuong et al., 2004).

Aléem disso, € um coco anaerobio facultativo gram-positivo o qual possui a
capacidade de formar biofilme de aproximadamente 160 um de espessura e apresenta
resisténcia a antibidticos, causando infec¢cGes com sintomas persistentes. Até pouco
tempo, pensava-se que o Staphylococcus epidermidis estava associado apenas a pele
e mucosa. Contudo, espécies de S. epidermidis foram isoladas de doencas infecciosas
orais, incluindo osteomielite, peri-implantite, cérie radicular, periodontite e infeccdes
endodonticas (Medvedec et al., 2018; Maiden et al., 1992)

Estudos recentes identificaram S. epidermidis como uma das espécies mais
prevalentes em casos de reinfecGes pds-tratamento endoddntico, juntamente com E.
faecalis (Murad et al., 2014). O S epidermidis pode originar-se de infeccdes
nosocomiais que ocorrem durante o tratamento endodontico (Niazi et al., 2010).
Siqueira e colaboradores (2002) publicaram um relato de caso clinico de uma
paciente com sintomas persistentes, ap0s iniciar o tratamento endodéntico, e
comprovou-se a presenca de Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus xylosus
por meio de analise microbioldgica do interior do canal radicular. Especula-se que
esta infeccdo secundaria, provavelmente, foi causada por uma quebra da cadeia
asséptica.

Murad et al (2014) avaliaram a composi¢do da microbiota endoddntica em casos de
insucessos e falhas. Foram retiradas amostras microbiolégicas de 36 canais radiculares
com infeccdes persistentes e avaliado o nivel e proporcéo de 79 espécies bacterianas pelo
método de hibridizacdo DNA. Enterococcus faecium e Staphylococcus epidermidis foram
as espécies mais prevalentes detectadas (37%) e também estiveram presentes em maiores
proporcoes. A presenca do S. epidermidis justifica-se pela sua capacidade de sobreviver

ao preparo do canal radicular e pela sua resisténcia antimicrobiana.

Um estudo de caso clinico com o propoésito de investigar microbiota de lesdes periapicais
persistentes, avaliou 20 amostras de lesdes e constataram por meio do método de analise
de sequéncia de 16Sr RNA, que a microbiota € composta por diversos tipos de
microrganismos com capacidade de formar biofilme incluindo: Propionibacterium acnes,
Staphylococcus epidermidis e Fusobacterium nucleatum, sendo esses mais frequentes em

infeccbes multiplas (Fujii et al., 2009)
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Vasconcelos e colaboradores (2017) publicaram um relato de caso de um paciente do
sexo masculino com 47 anos, que apos retratamento endoddntico apresentou dor intensa,
levando novamente a desobturacdo do canal e uso de medicagBes. Apds indmeras
tentativas, foi realizada uma cultura microbiana do canal detectando a presenca de
Staphylococcus epidermidis. Além disso, foi realizado um antibiograma para determinar
a melhor combinacdo de drogas para controlar a infeccdo, sendo a tetraciclina combinada
a cefalosporina os farmacos de escolha, uma vez controlada a infec¢do, o canal radicular

foi obturado.

1.3 Fluorescéncia e fluoroforos:

A emisséo de luz por animais e plantas vem sendo alvo de investiga¢Ges por um grande
namero de pesquisadores ha anos. A luminescéncia & um termo geral usado para descrever
a emissdo de radiacdo, que incorpora tanto a fluorescéncia (de curta duragdo) quanto a
fosforescéncia (de longa duragéo), além de outros fenémenos como a bioluminescéncia.
Algumas substancias que fluorescem naturalmente como: minerais, fungos, bactérias,
coladgeno e outros componentes do tecido corporal, séo nomeadas de fluorescentes
primarios ou autofluorescentes (Walsh e Shakibaie, 2007).

A fluorescéncia € um processo em que substancias emitem luz, dessa maneira elas
absorvem luz de um comprimento de onda mais curto e a reemitem num comprimento de
onda mais longo. O fendmeno ocorre somente quando uma substancia especifica €
excitada por um comprimento de onda especifico da luz (Featherstone, 2000).

Quando uma molécula se encontra no seu estado fundamental, ela possui uma energia
relativamente baixa. No momento em que ela é excitada, ela se encontrara hum estado
energeticamente instavel em relacdo ao seu estado fundamental. Algumas moléculas sdo
capazes de serem excitadas por meio da absorcdo de energia luminosa. A energia do
estado excitado, o qual ndo pode ser sustentada por muito tempo, decai ou diminui
resultando na emissdo de energia luminosa. Este processo é chamado de fluorescéncia
(Brackmann et al, 2000; Steier et al 2022).

A espectroscopia de fluorescéncia possui grande importancia para a avaliacdo
laboratorial de materiais e misturas complexas, incluindo o biofilme bacteriano. Os seus
principios podem ser aplicados em dispositivos clinicos que ultilizam a fluorescéncia para
adquirir um melhor diagnéstico e atendimento clinico. (Fardad, Lamard, Rubinsztein,
2018).
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A fluorescéncia possui aplicagdes particulares para detectar bactérias devido aos seus
derivados de porfirina, tanto em bactérias plancténicas quanto em biofilmes bacterianos.
Esses derivados de porfirina geram emissdes vermelhas visiveis de locais contaminados
por bactérias, enquanto locais de tecidos saudaveis que estdo livres de bactérias ndo
possuem essa fluorescéncia (Shakibaie & Walsh, 2016).

A fluorescéncia vermelha origina-se de compostos porfirinicos, 0s quais sao
sintetizados por alguns microrganismos presentes no biofilme, servindo como um potente
fluor6foro (Lee et al., 2018). As porfirinas sdo derivados de moléculas relacionadas a
hemoglobina e possuem uma estrutura molecular aromatica com uma grande quantidade
de elétrons no seu sistema conjugados, que fora de sua localizagcdo pulam nas bandas
orbitais e estabilizam a energia absorvida resultando na fluorescéncia (Fyrestam et al.,
2015).

Contudo, algumas bactérias ndo sintetizam as porfirinas sendo necessario 0 uso de
fluoroforos, os quais s@o excitados por uma variedade de comprimentos de onda.
(Shakibaie e Walsh, 2016). O Staphylococcus epidermidis ndo produz porfirina ou
qualquer outra proteina autofluorescente. Apenas a emissdo de UV néo e suficiente para
detectar a sua presenca, sendo necessaria a utilizacéo de fluoréforos para identificacdo do
biofilme (Granzzotto, 2022).

Lashkari e colaboradores (2019) comprovaram por meio de um estudo in vitro, que
0 &cido 5 aminolevulinico (5-ALA) possui finalidade antimicrobiana contra bactérias
cariogénicas em conjunto com a terapia fotodindmica. Além disso, possui a finalidade
de diagnostico na identificacdo da carie dentaria combinado ao LIF (fluorescéncia
induzida por laser), levando a um aumento significativo na intensidade da

fluorescéncia e consequentemente melhorando a visualizacdo do biofilme

Além do 5-ALA, foi proposto que a Calceina Acetoximetil € um potente corante
para deteccdo de bactérias vitais em biofilme maduro, tendo a capacidade de reduzir
infeccdes persistentes, por meio da detec¢do de células em um curto periodo de tempo
(Herzog et al, 2017).

Por fim, o Qubit Protein (Invitrogen, Q3321) é um também é produto indicado para
quantificar proteina. Em um estudo anterior, o0 mesmo foi utilizado no interior de
canais radiculares com a finalidade de deteccdo de biofilme endoddntico de

Enterococcus faecalis, mostrando-se efetivo quando observado sob luz UV (Moryl et



19

al.,2022).

Sendo assim, as proteinas fluorescentes vém se tornando uma das escolhas de
pesquisadores, devido sua alta sensibilidade e a continua melhoria das tecnologias

associadas para a sua deteccdo (Nogales et al., 2014).

1.4 Aplicagdes da Fluorescéncia na Odontologia:

Recentemente, diversas técnicas para deteccdo da cérie dentaria, como a
espectroscopia de fluorescéncia, vém surgindo (Featherstone, 200). Lee e
colaboradores (2015) afirmaram que a emisséo fluorescente de dentes humanos e do
calculo dentério sdo importantes para a reabilitacdo e para o diagndstico de carie.

A fluorescéncia vermelha esta relacionada a cérie e ao potencial cariogénico da placa
dentaria (Volgenant et al., 2016). De acordo com Konig et al (1993) as lesdes de carie
mostraram uma emissao caracteristica de fluoroforos endégenos na regido espectral

vermelha, ja o tecido dentério duro saudavel ndo exibe tal fluorescéncia.

O esmalte cariado apresenta fluorescéncia maior na regido espectral vermelha, devido a
presenca de derivados de porfirinas os quais sdo produzidos por metabdlitos bacterianos
(Buchalla et al., 2004). O espectro de fluorescéncia esteve entre 640 e 655 nm em esmalte

e dentina cariada, o que ndo ocorre em tecidos sadios (Hibs et al., 1999).

Kurihara et al (2004) comprovaram que diante da presenca de calculo subgengival e de
carie radicular, o uso da fluorescéncia para diagndstico foi efetivo. Confirmando que o
método, ao empregar excitacdo de 633-635 nm, foi considerado uma ferramenta

poderosa.

Qin e colaboradores (2007) afirmaram a eficacia do uso da fluorescéncia, em casos de
pacientes periodontais, através de um estudo clinico. Foram avaliados, por meio de uma
luz led UV de 405 mn em tempo real, 30 dentes no qual 15 dentes apresentavam calculo
supra e sub gengival. Resultados clinicos e histologicos comprovaram a eficacia do

método.

Além disso, a fluorescéncia possui a capacidade de oferecer aos ortodontistas um novo
método de deteccdo de desmineralizacdo dentéria durante o tratamento ortodontico e

também auxilia na remoc&o eficiente do adesivo ortoddntico, sendo utilizada em conjunto
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com brocas de alta rotacdo a fim de fornecer resultados rapidos e mais seguros. (Marya
et al, 2021)

Na especialidade de estomatologia o prognostico precoce de lesGes cancerigenas, como
por exemplo o carcinoma epidermdide oral, esta diretamente relacionado ao estagio de
desenvolvimento do tumor, estimando-se um atraso médio no diagndstico de 2 a 5 meses.
A fluorescéncia e a autofluorescéncia conseguem fornecer um diagnéstico preciso do
cancer oral, auxiliando o cirurgido-dentista na préatica clinica. Contudo, ainda nao é
possivel confirmar que esse método consiga substituir por completo o exame

histopatoldgico (Lima et al, 2021).

A deteccdo precoce do cancer bucal é crucial para melhorar a taxa de sobrevida do
paciente, sendo possivel iniciar as intervencGes necessarias 0 quanto antes. Novas
técnicas auxiliares de diagnostico estdo surgindo. A autofluorescéncia trabalha com o
principio de que certos fluoréforos enddgenos presentes no tecido se tornam fluorescentes
por excitacdo com uma fonte de luz de comprimento de onda adequada (400460 nm).
Contudo, tecidos doentes perdem fluorescéncia devido a interrupcdo na distribuicao
desses fluoroforos, aparecendo clinicamente mais escuros. (Awan, Morgan,
Warnakulasuriya 2011).

Na endodontia, a fluorescéncia pode ser um importante meio de diagndstico para
identificar as bactérias presentes no interior do canal radicular durante o tratamento
endodobntico. Atualmente, ndo existem métodos padronizados em uso para detectar
clinicamente a presenca de bactérias nos canais radiculares. O uso de amostragem em
papel e coloracdo por fluorescéncia demonstrou ser um método rapido, capaz de detectar

bactérias residuais apds o tratamento (Herzog et al 2017).

Além da deteccdo do biofilme, a fluorescéncia é um potente meio de diagndstico de
fraturas radiculares. O método mostrou-se efetivo tanto para deteccdo da profundidade da
fratura como para avaliagio da contaminacdo bacteriana. Dessa forma, a
autofluorescéncia pode ser usada como um indicador de risco de fraturas profundas e
possui a capacidade de substituir os métodos convencionais de deteccdo de fraturas (Ku
et al, 2018).
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1.5 Sistema Reveal - Desing for Vision:

O Reveal é um dispositivo versatil que consiste em uns 6culos com lupas de aumento
inseridas. Os dculos e as lupas sdo revestidos com vérias camadas para proteger a
visdo de possiveis danos causados pela luz emitida, bem como para filtrar a
fluorescéncia emitida pela cavidade oral ou outras estruturas avaliadas (Steier,2020)

O sistema Reveal da Designs for Vision utiliza um farol ativador de fluorescéncia
com lupas especialmente filtradas para fornecer Fluorescence Enhanced Theragnosis
(FET). O FET é um complemento clinico confidvel ajudando no diagndstico e
auxiliando na execucdo de um tratamento seguro por meio do controle visual.
Combinando diagnostico e fluorescéncia, este sistema fornece informaces visuais
para apoiar a tomada de decisdes e facilitar as opcOes de tratamento adequadas (Steier
et al, 2022).

Hiltch e colaboradores (2023), testaram por meio de um estudo clinico a capacidade
de deteccdo manual, e em tempo real, da autofluorescéncia bacteriana na superficie
de quatro dentes extraidos periodontalmente, por meio de uma lupa de aumento com
fotoforo ultravioleta (Reveal, DesignsForVision Inc, NYC, New York, USA). Foi
comprovado que o uso desta tecnologia para a identificacdo da autofluorescéncia
vermelha bacteriana pode ser considerado um importante meio terapéutico e de

diagnostico.

2. OBJETIVOS:
2.1 Geral:

Avaliar a capacidade de visualizacdo do biofilme de Staphylococcus epidermidis atraves

de fonte UV com fluoroforos.
2.2 Especificos:

1) Awvaliar o brilho e o espalhamento de cada fluoréforo.

2) Investigar a capacidade antimicrobiana dos fluoréforos.
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6. CONCLUSAO:

De acordo com o presente estudo os trés fluoroforos testados: Calceina, Qubit e 5-
ALA mostraram-se eficicientes para a visualizacdo do biofilme de Staphylococcus
epidermidis combinado a luz UV. Um efeito adicional do 5-ALA e da Calceina foi o
de reduzir o biofilme de S Epidermidis. Desta maneira, 5-ALA e Calceina apresentam-
se como possiveis recursos de teragnostica. No entanto, o espalhamento da fonte de
luz nos canais radiculares impede o mapeamento adequado do biofilme de S
Epidermidis. Deste modo, somente o 5-ALA apresentou todas as qualidades
necessarias para fins de diagnéstico do biofilme testado.
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