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Manzoli TM. Efeito fotodindmico da curcumina em sistema precursor de cristal liquido sobre a viabilidade
de microrganismos presentes na saliva [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2019.

RESUMO

Na saliva humana é possivel identificar a presenga de diversas espécies constituintes do microbioma
oral. De forma geral, as bactérias presentes na saliva em estado plancténico podem ou né&o ser agentes
causais diretos das doencas, sendo o desequilibrio microbiano apontado como principal fator a permitir
que bactérias mais virulentas se tornem dominantes e desencadeiem patologias. Com o intuito preventivo
ou de tratamento diversas formas de tentar conter ou eliminar os microrganismos tém surgido. Uma nova
técnica que vem sendo investigada ¢ a Inativagdo Fotodinamica (do inglés Photodynamic Inactivation,
PDI), cujo mecanismo de ag&o envolve a utilizagdo de um fotossensibilizador (FS), sua iluminagdo com
uma fonte de luz de comprimento de onda compativel com o espectro de absor¢ao do FS e a presenga
de oxigénio. A Curcumina (CUR) vem sendo apontada como potencial FS e diversos estudos vém
propondo alternativas farmacologicas para sua veiculagéo. O objetivo geral desse estudo foi investigar o
efeito antimicrobiano da PDI utilizando a CUR em um sistema precursor de cristal liquido (CL) sobre
amostras de saliva humana. Tratou-se de estudo experimental laboratorial no qual diferentes individuos
forneceram amostras de saliva ndo estimulada, sendo entdo as amostras de saliva distribuidas
aleatoriamente em diferentes grupos. Como variaveis de desfecho tem-se o nimero de unidades
formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL), avaliadas em quatro diferentes meios de cultura para
identificagdo presuntiva de espécies selecionadas. Como varidveis independentes tém-se o tratamento
(i. PDI: Inativagdo Fotodinamica; ii. CUR: Apenas Curcumina; iii. Controle: Apenas o veiculo das
formulacdes) e formulagao (i. CL: sistema precursor de cristal liquido; ii. DMSO (dimetilsulféxido): DMSO
a 10%). O cruzamento dessas variaveis deu origem a seis grupos experimentais. Apos os tratamentos,
foi realizada a quantificacdo de células viaveis em cada amostra por meio da semeadura em quatro meios
de cultura: Mitis Salivarius para identificagdo presuntiva de streptococcus do grupo mutans, Man, Rogosa
e Sharpe para identificagdo presuntiva de L. casei e outras espécies aciddfilas, Chromagar Candida para
identificagdo presuntiva de Candida spp e Miller Hinton ndo especifico para promover crescimento de
microbiota total. Foi verificado que, para os quatro meios de cultura, as redugdes microbianas observadas
pelo efeito dos diferentes tratamentos e formulagbes sobre o logio UFC/mL n&o foram estatisticamente
significativas. Portanto, nao foi observado efeito fotodindmico com a utilizagdo da CUR nas condigbes
experimentais utilizadas.

Palavras - chave: Curcumina. Fotoquimioterapia. Saliva.



Manzoli TM. Photodynamic effect of curcumin in a liquid crystal precursor system on the viability of
microorganisms present in saliva [dissertagcdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2019.

ABSTRACT

It is possible to identify the presence of several constituent species of the oral microbiome in human
saliva. Generally, bacteria present in saliva in planktonic state could be responsible agents of the
diseases, and the microbial imbalance is indicated as the main factor to allow more virulent bacteria to
become dominant and to trigger pathologies. In order to prevent or treat, many ways of trying to contain
or eliminate microorganisms have arisen. A new technique that has been investigated is the
Photodynamic Inactivation (PDI), whose mechanism of action involves the use of a photosensitizer (FS),
its illumination with a light source of wavelength compatible with the spectrum of absorption of FS and the
presence of oxygen. Curcumin (CUR) has been identified as a potential FS and several studies have
proposed pharmacological alternatives for its use. The general objective of this study was to investigate
the antimicrobial effect of PDI using CUR in a liquid crystal precursor (CL) system on samples of human
saliva. This was an experimental laboratory study in which different individuals provided samples of non-
stimulated saliva, and the saliva samples were randomly distributed in different groups. As outcome
variables, the number of colony forming units per milliliter (CFU/mL) evaluated in four different culture
media for presumptive identification of selected species was used. As independent variables are the
treatment (i PDI: Photodynamic Inactivation; ii CUR: curcumin only; iii Control: only the vehicle of the
formulations) and formulation (i.CL: liquid crystal precursor system; iif DMSO: 10% DMSO). The crossing
of these variables gave rise to six experimental groups. After the treatments, quantification of viable cells
in each sample by sowing in four culture media: Mitis Salivarius for presumptive identification of mutans,
Man, Rogosa and Sharpe streptococcus for presumptive identification of L. casei and other species
acidophilus, Chromagar Candida for presumptive identification of Candida spp and Miiller Hinton not
specific to promote total microbiota growth. It was found that for the four culture media, the microbial
reductions observed by the effect of different treatments and formulations on log1o CFU/mL were not
statistically significant. Therefore, no photodynamic effect was observed with the use of CUR in the
experimental conditions used.

Keywords: Curcumin. Photochemotherapy. Saliva.
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1 INTRODUGAO

A saliva € uma secregao exocrina mucosserosa produzida por diferentes glandulas salivares,
sendo o principal fluido da cavidade bucal. Depois da &gua, seus principais componentes organicos e
minerais sdo proteinas, sodio, potassio, cloro e bicarbonato. H& também presenga de varias enzimas
hidroliticas destinadas a degradagdo de componentes alimentares. As fosfoproteinas, glicoproteinas
acidas, basicas e mucinas possuem multiplas fungbes, mas talvez o principal papel fisiolégico seja a
protecao dos tecidos contra agressdes, por meio da cobertura orgénica de superficies mucosas e dos
dentes’? Além da lubrificacdo de mucosas, a protecao salivar também se deve a formagdo de uma
biopelicula pela adesao de proteinas e glicoproteinas salivares e do fluido gengival na superficie dentaria.
Denominada de pelicula adquirida, ela protege o dente fazendo com que ocorra uma diminuigdo nas
taxas de difusdo de fosfato e ions de calcio em condi¢Oes acidicas, evitando assim com que ocorra a
desmineralizagao do esmalte e remineraliza¢do dos tecidos dentais apos desmineralizagéo?®.

Na saliva € possivel identificar a presenca de diversas espécies constituintes do microbioma oral
e outras transitérias que estéo presentes por curtos periodos de tempo#. A microbiota presente na saliva
ja vem sendo estudada ha anos com relagéo a sua composicao e proporgao, com destaque para géneros
potencialmente patogénicos como Streptococcus, Lactobacillus, Staphylococcus e Candida®'.
Atualmente sabe-se que o microbioma oral € composto por mais de 700 espécies8 que podem estar
predominantemente em diferentes habitats como mucosas, sulcos e tecidos duros, cada um deles com
condigdes micro ambientais especificas®. Também ja foi sugerido que a composi¢ao da microbiota salivar
pode estar relacionada com os niveis de experiéncia que o individuo teve com as doengas bucais e que,
portanto, existem diferengas nos perfis bacterianos salivares em pacientes com e sem patologias bucais*.

O aprimoramento das técnicas de biologia molecular acompanhado do maior conhecimento da
grande diversidade existente no microbioma salivar humano tem auxiliado na melhor compreensao do
papel que este desempenha na saude e na doenga humana?. De forma geral, as bactérias presentes
na saliva em estado planctonico podem ou néo ser agentes causais diretos das doengas, sendo o
desequilibrio microbiano apontado como principal fator a permitir que bactérias mais virulentas se tornem
dominantes e desencadeiem patologias''-'2. Além disso, alguns microrganismos possuem capacidade
de colonizar estruturas dentais e protéticas por meio da formagédo de biofilme, o qual também é
fortemente relacionado a presencga de patologias bucais®'315. A carie € uma doenga multifatorial e
infecciosa, de carater cronico que acomete grande parte da populagdo e é uma das maiores causas de
perda dentaria'®-'8. Ela ocorre por meio de um processo fisico-quimico dindmico que leva a

desmineralizagdo do esmalte dental apos a formagdo de é&cidos organicos pelos microrganismos
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presentes no biofilme dental'”.19. As espécies Streptococcus mutans, Actinomyces spp. e Lactobacillus
spp séo consideradas as principais responsaveis pelo surgimento da leséo, embora atualmente exista
uma lista extensa de outros géneros microbianos associados'21118.20-22. Qutro microrganismo que
merece destaque € a Candida albicans, principal espécie fungica presente na microbiota oral de
individuos saudaveis que, em pacientes imunocomprometidos, pode gerar uma infecgdo grave?:. As
formas que a Candida pode levar o individuo a ter uma patologia séo por meio de destruicao tecidual
com agao de enzimas proteoliticas ou com a produgéo de toxinas levando a uma resposta24. A candidiase
orofaringea € uma infeccéo fungica e oportunista com elevada morbidade e mortalidade2325. Apesar da
Candida albicans ser a espécie mais prevalente, outras espécies, como C. krusei, C. tropicalis, C.
glabrata, C. guilliermondiie e C. parapsilosis vem sendo associadas a infecgdes bucais?:

Com o intuito preventivo ou de tratamento das patologias, diversas formas de tentar conter ou
eliminar os microrganismos tém surgido. Tratamentos mais tradicionais como a remogdo mecénica do
biofilme nédo tém sido suficientes, pois em casos de tratamento endoddntico por exemplo, onde a
anatomia radicular é complexa, deve-se utilizar o auxilio de medicagdes antimicrobianas?é. Clinicamente,
utilizam-se agentes antimicrobianos como clorexidina e o triclosan, os quais possuem propriedades como
substantividade, baixa toxicidade e poucos efeitos colaterais?’-30, Porém o uso prolongado de
antimicrobianos como a clorexidina, pode gerar alteragdo no paladar, descamacgao da mucosa oral,
coloragdo dos materiais restauradores e dentes®!. Atualmente, alguns estudos vém mostrando que
apesar de sua eficiéncia clinica, o uso prolongado desses antimicrobianos pode gerar resisténcia nos
microrganismos bucais3032-36

Uma nova técnica que vem sendo fonte de muitos estudos € a Inativagdo Fotodinamica (do inglés
Photodynamic Inactivation, PDI), cujo mecanismo de acéo envolve a utilizagdo de um fotossensibilizador
(FS), sua iluminagdo com uma fonte de luz de comprimento de onda compativel com o espectro de
absor¢éo do FS e a presenca de oxigénio3135-38, A morte celular ocasionada pela agéo da PDI ocorre
pela formagdo de espécies reativas de oxigénio que podem ser geradas por meio de dois tipos de
reacdes: a primeira (reagao do tipo I) gera radicais livres e a segunda (reagéo do tipo Il) gera oxigénio
singleto, sendo que ambos os caminhos levam a oxidagdo de biomoléculas e morte celulard’.39-42, As
principais vantagens da utilizagdo da PDI sdo a aplicacdo apenas no local afetado, pouca alteragao da
flora bucal e o improvavel desenvolvimento de resisténcia nos microrganismos#041, Esse tratamento tem
se provado eficaz contra bactérias, fungos, virus e protozoarios2640 e portanto, vem se mostrando uma
técnica promissora em aplicagdo em bolsas periodontais, lesbes de carie, canais radiculares e
descontaminag&o prévia a cirurgias®!. 37:43,

O FS tem papel importante no processo fotodindmico e deve apresentar propriedades como

solubilidade e estabilidade em solugado aquosa e pH fisioldgico, seletividade, habilidade de transporte
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intracelular, possuir rendimento quantico, ndo ser toxico a niveis terapéuticos, apresentar capacidade de
absorgéo de luz e ser metabolizado rapidamente*!. Recentemente, diversos FS tém sido usados em
pesquisas e mostrado eficacia com a utilizagdo na PDI, como Azul de toluidina, TMPyP, Clorina-e6,
fulereno C60 e SAPYR3® Estudos atuais mostraram que a Curcumina (CUR), um composto fendlico
extraido dos rizomas da Cdrcuma longa (agafrdo-da-india), tem uma forte absorgédo de luz na regiéo da
janela terapéutica, além de vantagens como seu efeito anti-inflamatério, antioxidante, antibacteriano,
antifingico e antitumoral3145-48, Apesar de suas inUmeras vantagens, esse FS apresenta insolubilidade
em solugdes aquosas e uma alta taxa de fotodegradacédo na presenca de luz*'.

Diante do potencial da CUR e, buscando viabilizar suas aplicagdes clinicas, diversos estudos
vém propondo alternativas farmacoldgicas para sua veiculagédo uma vez que os veiculos ja utilizados
(DMSO e etanol) podem apresentar toxicidade nos tecidos da cavidade bucal*®%2. Desenvolveu-se uma
gama diversa de novas preparagdes, nas quais a CUR é encapsulada em nanolipossomas,
nanoparticulas, microesferas, micro emulsdes, dispersdes solidas, dendrimeros e dimeros, entre
outros®3. Os sistemas precursores de cristal liquido (CL) sdo considerados estruturas ordenadas com
arranjo molecular caracterizado por regides hidrofobicas e hidrofilicas alternadas, os quais parecem ser
uma excelente matriz de liberagdo de farmacos. Esses sistemas podem incorporar agua presente na
saliva para promover mudangas estruturais e resultar em uma fase cristalina liquida que pode otimizar a
eficiéncia da CURS®'%5, Assim, uma alternativa que ja vem sendo proposta na literatura é a incorporagéo
da CUR em um sistema de CL, o qual tem mostrado vantagens como solubilizacdo, estabilidade e
biodisponibilidade do farmaco, além de apresentar toxicidade reduzida, estabilidade termodindmica e
uma aderéncia dérmica satisfatorias456-%8, A CUR em formulagdo de CL com a adigdo de dispersdes
poliméricas, se comparado a solugdo padrdo de CUR tem se mostrado mais potente, além disso, a
presenca de poloxamero faz com que ocorra a geleificagcdo do farmaco, facilitando assim sua aplicagéo
local®s. No entanto, o efeito desse tipo de sistema sobre microrganismos bucais ainda é pouco conhecido,

necessitando de pesquisas mais especificas para a area da odontologia.
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7 CONCLUSAO

Em face dos objetivos desta pesquisa e dos resultados obtidos e, considerando ainda as
limitacBes desse estudo, pode-se concluir que:

1. Quando a CUR foi avaliada no sistema CL (grupo PDI-CL), obteve-se redugbes microbianas
médias de 0,03; 0,15; 0,28 e 0,66 log para os meios de cultura Chomagar Candida, Mitis Salivarius, Man

Rogosa Sharpe e Muller Hinton, respectivamente.

2. Apos utilizagédo da CUR em DMSO 10% (grupo PDI-DMSO), atingiram-se redugdes de 0,14;

0,61; 0,85 € 0,78 log para 0s mesmos meios.

3. Para os quatro meios de cultura, as redugdes microbianas observadas pelo efeito dos
diferentes tratamentos e formulagdes sobre o log1o UFC/mL n&o foram estatisticamente significativas.
Portanto, néo foi observado efeito fotodinamico com a utilizagdo da CUR nas condi¢Bes experimentais

utilizadas.
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