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“Knowledge is a treasure, but practice is the Rey to
it. Do the difficult things while they are easy and
do the great things while they are small. The
journey of a thousand miles must begin with a
single step. Watch your step.”

(Lao Tzu)


https://www.goodreads.com/author/show/2622245.Lao_Tzu

“The struggles I'm facing

The chances I'm taking
Sometimes might knock me down
But no, I'm not breaking
I may not know it
But these are the moment that I'm gonna remember most and

Just gotta keep going...

..And I, I got to be strong

Just keep pushing on, cause

There's always gonna be another mountain
I'm always gonna want to make it move
Always gonna be an uphill battle
Sometimes I'm going to have to lose
Ain't about how fast I get there
Ain't about what's waiting on the other side
It's the climb...

...Keep on moving
Keep climbing
Keep the faith
Baby...

..It's all about the climb

Keep the faith...”

(‘Che Glimb - CMiley Glrus)
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Santezi C. Eficéacia da inativacdo fotodindmica mediada pela curcumina em diferentes
formulacGes sobre biofilme e efeito nas propriedades de materiais restauradores resinosos
e esmalte dental [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

Resumo

A formacédo de biofilmes em dentes e mucosas € considerada principal fator associado ao
desenvolvimento de infec¢Bes bucais. Antimicrobianos topicos, como a clorexidina
(CLX), séo utilizados para descontaminacdo de lesbes cariosas, bolsas periodontais, e
descontaminacao bucal previamente a procedimentos cirdrgicos, porém podem promover
efeitos adversos, além da possibilidade de promover resisténcia nos micro-organismos
(MOs). Dessa forma, a busca por tratamentos antimicrobianos alternativos, como a
Inativagdo Fotodindmica (PDI) é muito relevante nas ciéncias odontoldgicas. Estudos
prévios sugeriram que a curcumina (CUR) pode ser um promissor fotossensibilizador
para PDI, porém existem ainda alguns aspectos que precisam ser mais bem avaliados.
Assim, o presente estudo avaliou a eficacia da PDI mediada pela CUR para eliminacéo do
biofilme dental e a existéncia de possiveis efeitos que essa terapia pode promover sobre
algumas propriedades de materiais restauradores e superficie dental. O projeto foi
dividido em trés estudos consecutivos sendo que o Estudo 1 avaliou a eficacia da PDI
utilizando diferentes formulagdes de CUR (liqguida — DMSO a 10%; microemulsao
eumulgin, hidrogel quitosana e microemulsdo &cido oleico) sobre biofilmes mono-espécie
de Streptococcus mutans (UA 159 ATCC 700610; Sm), Lactobacillus casei (ATCC
4646; Lc) e Candida albicans (ATCC 90028; Ca) formados in vitro. Previamente a
realizacdo dos tratamentos, a analise da taxa de fotodegradacdo das diferentes
formulagGes e concentragdes (20, 40, 60 e 80 uM) de CUR nos sistemas de hidrogel foi
realizada e os resultados mostraram que, para o0 tempo de PDI proposto, as unicas
formulagBes em hidrogel que poderiam ser utilizadas seriam a de quitosana (R?=0,989) e
a de é&cido oleico (R?=0,976), ambas na concentracdo de 80 pM. Em seguida a
padronizacdo da concentracdo celular de cada espécie foi estabelecida para o crescimento
do biofilme e os seguintes grupos de tratamento foram testados para todas as formulagoes
e espécies microbianas avaliadas: C-L- (CUR e luz ausentes; controle negativo), C-L+

(CUR ausente e luz presente - 18J/cm?; LED azul), C+L- (CUR presente e luz ausente) e



C+L+ (CUR e luz presentes; PDI). Os dados passaram por analise descritiva e analise
inferencial (ANOVA two way seguida do pds- teste Games Howell), indicando que o
efeito da formulacgdo, do tratamento e da interagédo entre eles foi altamente significativo (p
< 0,0001) para as trés espeécies testadas, sendo os grupos PDI mediados pela formulacéo
veiculada em DMSO os que evidenciaram maior acdo antimicrobiana para todos os MOs
avaliados. Dentre as formulagbes em hidrogel, aquela que promoveu efeito
antimicrobiano foi a veiculada no sistema denominado hidrogel acido oleico, sendo essa a
formulacdo de escolha para a realizacdo dos estudos subsequentes. O Estudo 2 avaliou o
efeito da PDI mediada pela CUR veiculada no sistema denominado hidrogel &cido oleico
sobre a estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de corpos de prova
confeccionados em esmalte dental bovino e resinas compostas. Os grupos de tratamento
avaliados foram CN (controle negativo), AcO (controle positivo) e PDI. Os dados foram
analisados descritivamente e, em seguida, andlise inferencial (ANOVA de medidas
repetidas mista seguida por pés-teste de Sidak para as variaveis “estabilidade de cor” e
“microdureza” e Games Howell para a “rugosidade superficial”) foi realizada para as trés
varidveis, sendo considerado para a “estabilidade de cor” somente dois momentos de
leitura (imediatamente e 60 dias apds os tratamentos) e para as varidveis “microdureza’ e
“rugosidade superficial” as leituras efetuadas anteriormente aos tratamentos e 60 dias
apos a realizagdo deles. Os resultados da ANOVA mostraram que para a variavel

29 ¢ 9% ¢

“estabilidade de cor”, os fatores “tempo”, “tratamento”, “resina” e “interagdo entre eles”
foram significativos (p < 0,021), sendo que de forma geral essa alteracao foi maior nas
leituras efetuadas no tempo “60 dias apos os tratamentos”. Para a variavel microdureza
superficial, com excecdo dos fatores “tempo x tratamento” e “tratamento”, todos os
outros se mostraram significativos (p < 0,001), evidenciando que a PDI para as resinas
TPH e AML ndo promoveu qualquer efeito deletério sobre essa propriedade; por outro
lado, para a resina Z350, na leitura realizada no tempo “60 dias apds os tratamentos”,
houve reducdo da dureza quando comparada com os grupos CN e AcO, sugerindo efeito
negativo da terapia sobre a microdureza. A ANOV A mostrou que o fator “tempo” ndo foi
significativo (p = 0,991), tendo sido significativo somente os fatores ‘“‘superficie”,
“tratamento” e “superficie x tratamento” (p < 0,001). Além disso, foi possivel verificar

com os resultados que a rugosidade superficial das resinas TPH e Z350 néo foi alterada,



enguanto que a rugosidade da resina AML foi reduzida apo6s realizacdo dos tratamentos.
Diferentemente, para os corpos de prova confeccionados em esmalte dental bovino, as
trés variaveis investigadas ndo sofreram qualquer efeito negativo frente a realizacdo dos
tratamentos, tendo sido significativo somente o fator “tempo” (p < 0,002). O Estudo 3,
piloto, avaliou a eficacia do protocolo de PDI previamente estabelecido sobre biofilmes
multiespécies formados sobre blocos de esmalte dental bovino in situ. Para isso, apos
aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa desta faculdade, 7 voluntérios foram
selecionados, moldados para confeccdo de dispositivo intra-bucal e orientados quanto ao
uso do aparelho para formacao do biofilme (48 horas). A etapa microbioldgica consistiu
na remocéo dos blocos de esmalte do dispositivo, realizagdo dos tratamentos (C+L+ e C-
L-) e quantificagdo das células vidveis em meios de cultura especificos para Sm, Lc,
Candida spp e em meio inespecifico para crescimento de MOs em geral. Os dados foram
tratados e a andlise inferencial (MANOVA seguida de ANOVA a um fator) demonstrou
que o fator “grupo de tratamento” foi altamente significativo (p < 0,001) sobre a
viabilidade microbiana, sendo observado eficacia da PDI sobre Sm e MOs em geral.
Desse modo, conclui-se que embora a eficacia da PDI mediada pela CUR para reducdo de
biofilmes formados in vitro tenha sido comprovada, esta se encontra diretamente
relacionada ao tipo de veiculo usado para a solubilizagdo do fotossensibilizador. Além
disso, o protocolo “CUR a 80 UM veiculada em hidrogel acido oleico associada a dose de
18J/cm? com tempo de pré-irradiagio de 5 minutos” se mostrou eficaz para a reducio
guantitativa de Sm e MOs em geral de biofilmes crescidos in situ e ndo apresentou
qualquer efeito deletério na estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de
esmalte dental bovino. Em contrapartida, para algumas resinas, efeitos negativos sobre
essas propriedades foram observados. Assim, 0 uso desse protocolo parece ser seguro
sobre superficies de esmalte dental, enquanto que para resinas, uma avalia¢do criteriosa
previamente ao uso deve ser realizada, entretanto mais investigacdes sdo necessarias para

melhor compreenséo dos achados.

Palavras-chaves: Carie dentaria. Curcumina. Fotoquimioterapia. Placa dentaria.
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Santezi C. Efficacy of Curcumin-mediated photodynamic inactivation against dental
biofilms and evaluation of possible changes on the properties of composite resins and
dental surface. [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

Abstract

Formation of dental biofilm is the main factor associated to development of oral
infections. Although topic antimicrobials, such as chlorhexidine (CHX), have been used
to decontaminate the oral surfaces, they may promote adverse effects on hard and soft
tissues as well as the possibility of promoting microbial resistance. Thus, the
investigation of alternative antimicrobial treatments, such the Photodynamic Inactivation
(PDI), is relevant to dental sciences. Previous research suggested that the curcumin
(CUR) might be a promising photosensitizer for PDI, but there are some aspects that need
to be better evaluated. The aim of this study was to assess the efficacy of CUR-mediated
PDI against dental biofilms and the existence of possible negative effects of PDI on the
properties of composite resins and dental surface. The research was divided into 3
consecutive studies. The study 1 aimed to evaluate the PDI efficacy using different CUR
formulations (liquid — DMSO (dimethylsulfoxide) at 10%; eumulgin hydrogel, chitosan
hydrogel and oleic acid hydrogel) on mono-species biofilm of Streptococcus mutans (UA
159 ATCC 700610; Sm), Lactobacillus casei (ATCC 4646; Lc) and Candida albicans
(ATCC 90028; Ca) formed in vitro. Prior to the execution of the treatments, the
photodegradation rate of each formulation in concentrations 20, 40, 60 and 80 UM was
performed and the results showed that the chitosan hydrogel (R?=0,989) and oleic acid
hydrogel (R?=0,976) were able to be used in the tests, both at 80 uM. Then, cell
concentration of each species was standardized in order to the grow biofilm and the
following treatment groups were tested for all formulations and evaluated species: C-L-
(no CUR and light; negative control), C-L+ (no CUR and with light - 18J/cm?; blue
LED), C+L- (with CUR and no light) and C+L+ (with both CUR and light; PDI). Data
were analyzed descriptvely and inferential analysis (two-way ANOVA followed by
Games Howell test) indicated that the effect of the formulation, treatment and the

interaction between them was highly significant (p < 0,0001) for the three species tested,



and the PDI groups mediated by the formulation of DMSO at 10% presented the best
antimicrobial activity for all evaluated microrganisms (MOs). Among the hydrogel
formulations, oleic acid hydrogel promoted antimicrobial effect, thus it was selected for
conducting subsequent studies. Study 2 evaluated the effect of PDI-mediated CUR
carried in a system called hydrogel oleic acid on the stability of color, hardness and
surface roughness of specimens made of bovine enamel and composite resins. The
treatment groups evaluated were CN (negative control), AcO (positive control) and PDI.
Data were analyzed descriptively and then, inferential analysis (ANOVA mixed repeated
measures followed by Sidak post-test for variables "color stability" and "microhardness”;
Games and Howell for "surface roughness") was performed. However, to do the analysis
for the “color stability" variable, it was considered only 2 moments of color measurement
(immediately and 60 days after treatment). In the same way, the measurements for
"hardness" and "surface roughness™ were assessed prior to treatment and 60 days after
performing them. To the "color stability”" variable, the ANOVA results showed that the
factors "time", "treatment”, "resin” and "interaction between them" were significant (p <
0.021) on the color change of resins, and, in general, this change was greater in the
measurements assessed in time "60 days after the treatments”. For the microhardness
variable, except the factors "time x treatment" and "treatment”, all others were significant
(p < 0,001), showing that PDI for TPH and AML resins did not cause any deleterious
effect on this property. On the other hand, for the resin Z350, the measurements
performed at time "60 days after the treatment"”, showed a reduction in hardness values
compared to the values found in CN and AcO groups, suggesting that PDI promoted a
negative effect on the hardness. ANOVA showed no significance on factor "time" (p =
0.991), but it showed that the factors "surface”, "treatment” and "treatment x area" was
significant (p < 0.001). In addition, results showed that the surface roughness of TPH and
Z350 resins did not change, while the AML was reduced after both treatments.
Differently, for the specimens prepared with dental enamel, the three investigated
variables did not suffer any negative effect after the treatments, and the factor “times”
was the only one considered significant (p < 0.002). Study 3, a pilot, evaluated the
effectiveness of the PDI protocol previously established on multi-species biofilms formed

on bovine enamel blocks in situ. For this, after approval by the ethics committee in



research of this faculty, 7 volunteers were selected and impressions were taken for
making intra-oral device. They also were instructed on the use of the device for biofilm
formation (48 hours). Microbiological step consisted in removal of enamel blocks of the
device, application of the treatments (C+L+ and C-L-) and quantification of viable cells
in specific culture media for Sm, Lc, Candida spp and unspecific media for MOs general
growth. The data were processed and inferential analysis (MANOVA followed by
ANOVA by a factor) showed that the factor "treatment group” was highly significant (p
<0.001) on Sm and general MOs viability. Thus, in conclusion, although the efficacy of
PDI mediated by CUR in order to reduce biofilms formed in vitro has been established,
the efficacy is directly related to the type of vehicle used for solubilization of the
photosensitizer. Furthermore, the protocol "CUR at 80 pM carried by hydrogel oleic acid
associated with fluence of 18J/cm? with pre-irradiation time of 5 minutes" was effective
for the quantitative reduction of Sm and MOs in general of the biofilms which grown in
situ and showed no deleterious effect on color stability, hardness and surface roughness
of tooth enamel. However, for some resins, negative effects on these properties were
observed. Thus, the use of this protocol appears to be safe on surfaces of enamel, while
for resins, a careful evaluation prior to use should be made. Thus, more investigations are

necessary in order to better understand the findings.

Key words: Curcumin. Dental Caries. Dental Materials. Dental Plaque.

Photochemotherapy.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal do ser humano hospeda mais de 700 espécies de micro-
organismos incluindo bactérias e fungos °. Alguns desses micro-organismos colonizam as
estruturas dentais e protéticas por meio da formacéo de biofilme, principal fator associado
ao desenvolvimento de infecgBes bucais 7 12 35 41, 52-54, 69,92, 141, 145, 148-149 " 5 piofilmes
sdo comunidades de micro-organismos aderidos a uma superficie, organizados em
camadas de células e envoltos em uma matriz polimérica extracelular 35 4. 69, 92,102-103, 141,
148, De forma geral, a organizagdo dos micro-organismos em biofilme provoca uma
diminuicdo consideravel na susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, dificultando a
acdo das drogas e aumentando a resisténcia aos diferentes agentes 4% 6% 148,

A placa dentaria é o biofilme mais antigo ja descrito na literatura e pode ser
composto por diferentes espécies que interagem combinando-se em arranjos complexos -
4,34, 36-37, 81, 84, 96, 122, 131, 144, 163 Entre essas espécies destaca-se a atuacdo de Lactobacillus
36-37, 63,81, 96, 149 o dJe estreptococos do grupo mutans, sendo o Streptococcus mutans (Sm)
considerado o principal agente etiologico da carie dental 34 36-37.47. 81,89, 96, 131 ' A c3rje é
considerada uma das enfermidades mais frequentes no ser humano '° sendo que no
Brasil, dados relatados pelo Projeto SB Brasil 2010 apontam que ela ainda é uma doenca
muito frequente na populacdo e continua sendo a principal razdo para a perda do
elemento dental 124, Por isso, a busca de técnicas novas ou complementares que auxiliem
na prevencdo da carie e no tratamento minimamente invasivo das lesbes possui grande
relevancia. Diferentes procedimentos e produtos tém sido utilizados para prevenir a
instalacdo e controlar a progressdo do processo carioso e doenca periodontal, tais como a
eliminacdo mecénica da placa bacteriana por meio de profilaxia dental, a raspagem e o
alisamento radicular, a aplicacéo topica de fldor e a utilizagdo de antimicrobianos como a
clorexidina (CLX) e o triclosan 16 2L 92 94,99, 101, 143145~ Além da cérie, os biofilmes
microbianos presentes na cavidade bucal sdo associados ao desenvolvimento de outras
condicGes patoldgicas, como doencas periodontais e endodénticas, candidose orofaringea,
estomatite protética, mau halito e peri-implantite 13 15-17. 31,34, 38, 45,52-54, 61, 64-67, 73, 77 Qytra
importante implicagdo da presenca de micro-organismos patogénicos na cavidade bucal é
o risco de infec¢des durante procedimentos cirdrgicos. O elevado numero de bactérias na

cavidade bucal é apontado como a principal causa de infec¢des locais apos cirurgias orais
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e, por essa razdo, a profilaxia antibidtica sistémica e a descontaminacdo local com
antissépticos sdo indicadas previamente aos procedimentos cirtirgicos 17127145,

A clorexidina (CLX) é o antimicrobiano mais frequentemente utilizado tanto para
descontaminacdo de sitios infecciosos, lesdes cariosas e bolsas periodontais, como para
descontaminac&o bucal previamente a procedimentos cirdrgicos 1" 13 127 145 Apesar de
sua eficiente reducdo microbiana, a utilizacdo intrabucal de enxaguatorios de CLX pode
promover efeitos adversos, como a alteracdo de paladar, sensacdo de queimacéo,
manchamento de dentes e materiais restauradores e, mais raramente, irritacdo das
mucosas e alergias 6. Além disso, o desenvolvimento de cepas resistentes a CLX ja vem
sendo apontada na literatura %8 % 1% Por isso, a busca por tratamentos antimicrobianos
alternativos € muito relevante nas ciéncias odontoldgicas.

Nos altimos anos, a Terapia Fotodindmica (do inglés Photodynamic Therapy ou
PDT) vem sendo apontada como modalidade terapéutica promissora para a inativacdo de
micro-organismos bucais 51-54, 91, 104, 106-108, 119, 123, 125, 127-128,131, 136, 141-142, 145, 147, 157, 159-162,
especialmente visando sanar os problemas relacionados com a resisténcia dos micro-
organismos aos antibidticos e antifingicos convencionais 3% 8 120 A PDT, quando
aplicada com o intuito de inativar micro-organismos, é também denominada de
Quimioterapia Fotodindmica Antimicrobiana (do inglés Photodynamic Antimicrobial
Chemotherapy, PACT) ™ e Inativagdo Fotodindmica (do inglés Photodynamic
Inactivation, PDI) ", sendo este o termo adotado nesse trabalho.

O processo fotodinamico requer a utilizacdo de um agente fotossensibilizador
(FS), a aplicacdo de uma luz que seja correspondente a banda de absorcdo do FS, e a
presenca de oxigénio 28 34 51, 79-80, 141, 154, 165 Tem sjdo sugerido que esse mecanismo
envolve a absorgdo de fotons pelo FS, levando seus elétrons a um estado excitado & 28 34
51, 79-80, 141, 154165 que pode reagir com moléculas vizinhas por meio da transferéncia de
elétrons ou hidrogénio (reacdo do tipo 1) ou pela transferéncia de energia ao oxigénio
(reacdo do tipo 1), culminando na producéo de espécies reativas 8 28 34 51, 79-80, 141, 154,165
Ambos os caminhos podem levar & morte celular e a ocorréncia do tipo de reacdo pode
estar relacionada com as caracteristicas do FS empregado 8 28 34 51, 79-80, 82,132, 141, 146, 154,
185, Como as espécies reativas formadas durante o processo fotodindmico parecem

possuir reatividade ndo especifica com moléculas organicas, significa que qualquer
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macromolécula celular pode ser um alvo em potencial & 34 79-80. 141,13 'por jsso, a PDI
parece possuir uma importante vantagem em comparacdo aos antimicrobianos
convencionais, j& que a multiplicidade de alvos torna improvavel o desenvolvimento de
resisténcia pelos micro-organismos expostos. Além disso, ja foi mostrado que a PDI pode
possuir efeito sinérgico com antibioticos convencionais, potencializando a acdo de ambos
no combate a biofilmes . Outro aspecto importante relacionado a PDI é a possibilidade
desta terapia desarticular a estrutura e diminuir a biomassa de biofilmes > ™. Por ser um
tratamento minimamente invasivo e com grande potencial antimicrobiano, a PDI pode ter
ampla utilizacdo na Odontologia contribuindo para sanar as deficiéncias dos tratamentos
antimicrobianos atualmente disponiveis.

Muitas investigacOes laboratoriais vém mostrando que tanto bactérias como
fungos da cavidade bucal, incluindo os envolvidos com 0 processo carioso, possuem
susceptibilidade a diferentes protocolos de PDI 27 6 67, 119, 159160 " Eqydos como os de
Fimple et al. ®1, Fontana et al. % e Dovigo et al. %, entre outros, vém mostrando que um
grande niimero de micro-organismos bucais € susceptivel a essa terapia 84 -4 77, 85,91, 97-
98, 102, 104, 106-108, 119-120, 123, 127-128, 131, 141-142, 144-147, 159. Especificamente como método de
desinfeccdo ou controle microbiano incluem-se a reducdo bacteriana em canais
radiculares, em bolsas periodontais, sitios com peri-implantite, descontaminacéo oral
previamente a cirurgias e lesdes de carie 38 52-54 65, 77, 8, 123, 127128, 141-142, 159 Empora o
volume de informacdes acerca da eficacia da PDI tenha crescido de forma substancial na
literatura cientifica internacional, ainda se percebe uma grande dificuldade em tornar a
PDI uma técnica aplicavel clinicamente. Uma das razdes que pode ser sugerida para tal
dificuldade se refere ao modelo microbiano utilizado nos estudos laboratoriais. Muitos
concluem sobre a eficacia da PDI apds sua avaliagdo sobre micro-organismos
planctbnicos, 0s quais, comprovadamente, necessitam de concentracbes de
antimicrobianos 10 a 1000 vezes menores 2 125 15° Por isso, a utilizagdo de biofilmes nos
estudos in vitro pode aproximar as condi¢cdes laboratoriais daquelas que seriam
encontradas clinicamente 3% 128 148 Ainda assim, os modelos in vitro de biofilme
normalmente utilizados sdo muito distantes da realidade intrabucal, como é o caso dos
modelos estaticos e a formagcdo de biofilmes com apenas uma ou duas espécies

microbianas 3 16 5293 9L 120, 131157 " Nessas situacOes, as conclusdes extraidas dos
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experimentos sdo muitas vezes dificeis de serem transferidas diretamente para a situacdo
in vivo e, portanto, nem sempre permitem a definigdo de um protocolo clinico da terapia.
Outra questdo relacionada a dificuldade em se determinar um protocolo clinico
eficaz esta vinculada aos FSs empregados nos estudos. De forma geral, os FSs com maior
destaque sao o azul de toluidina, azul de metileno, rosa bengala, porfirinas, ftalocianinas
e eritrosina 32 70. 128, 132, 142,154, 162 " Além desses, também tem sido sugerido o uso de
fitoterapicos, como a hipericina °® 1% ¢ a curcumina (CUR) 13 15-17. 29, 38-40, 52-54, 106-108, 115,
120,127 Devido a variagio nas propriedades fotofisicas dos diferentes FSs, a comparagio
de resultados entre diferentes estudos € muito dificil de ser realizada. Ainda que o mesmo
tipo de FSs seja empregado em estudos diferentes, existem variacbes no modo de preparo
do composto, nas concentragbes utilizadas e nos tempos de incubacdo antes da
iluminacdo. Uma grande diversidade nos parametros de iluminacdo também é encontrada,
incluindo o tipo de fonte de luz (laseres, diodos emissores de luz ou LEDs, lampadas de
tungsténio entre outras), comprimento de onda e dosimetria empregada. A enorme
diversidade de dados publicados leva, muitas vezes, a resultados conflituosos entre as
diferentes investigacdes e a impossibilidade de se determinar, a partir da literatura, um
protocolo que possa ser avaliado clinicamente com seguranca. Adicionalmente,
resultados incompativeis entre diferentes investigacfes cientificas também podem ser
explicados por problemas durante o delineamento e analises dos dados. S&o muito
frequentes os trabalhos sobre PDI que ndo deixam claro como as etapas de delineamento
e analise foram conduzidas %, impossibilitando que o leitor faca seu julgamento sobre a
confiabilidade dos dados apresentados. Recentemente, editoriais publicados pela revista
Nature chamam a atencéo para o problema da falta de reprodutibilidade entre os estudos
publicados 4. Nesses textos, algumas questdes sdo levantadas como, por exemplo, a falta
de informagdes nos artigos sobre a calibracdo das medidas, o calculo do tamanho das
amostras e o0 poder dos testes estatisticos utilizados para embasar as conclusdes.
Considerando que as pesquisas in vitro constituem o passo inicial na
caracterizagdo de um novo FS e podem fornecer a evidéncia de possiveis protocolos de
tratamento, tais estudos possuem grande relevancia. No entanto, devem ser realizados
buscando a maior semelhanca possivel com a situacdo clinica que se procura simular e

com rigor metodologico que garanta a confiabilidade dos dados obtidos. Modelos de
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formacéo de biofilme in situ tém sido indicados como método adequado para se estudar
tanto a arquitetura e a fisiologia da formacdo do biofilme sobre estrutura dental e
restauradora /» 36-37 47-49, 78, 81, 84, 9, 102, 122, 144 comq o efeito de agentes antimicrobianos
sobre biofimes 20 914315 Estudos com modelos in situ também chamam a atengdo para
a variabilidade inter-individuos que pode ser encontrada na formacao e composicao do
biofilme dental formado 4647 81, 102, 148,153, 163, 169 " A1ém dlisso, a utilizagdo de um modelo
de biofilme in situ associado a um delineamento hierarquico e, consequentemente, a
analise de dados em uma abordagem multinivel, pode permitir a incorporacdo da
variabilidade do efeito antimicrobiano entre os diferentes sujeitos que fornecerdo as
amostras .

Estudos prévios conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que a CUR,
um pigmento natural extraido dos rizomas da planta Curcuma longa L. e conhecida como
a(;afréo-da-l'ndia 57, 133’ parece ser um FS promissor 15-17, 29-31, 38-40, 45, 52-54, 104, 106-108, 115, 120,
123, 127-128, 135-136, 147 nara PDI. Além de suas propriedades fotodindmicas, um ndmero
crescente de estudos tem confirmado o potencial terapéutico da CUR, como seu efeito
anti-inflamatdrio, antioxidante, antibacteriano, antifiingico e antitumoral 2 % 22 57 117, 134,
152 A alta capacidade de absorcio de luz em comprimentos de onda proximos ao azul faz
com que a CUR seja um possivel FS para eliminacdo de micro-organismos. Apesar de
seu grande potencial, a CUR apresenta baixa solubilidade em solugdes aquosas, sendo a
alternativa utilizada nos estudos para a solubiliza¢do do p6, a sua dissolucdo em DMSO
(dimetilsulfoxido) ou etanol previamente a incorporacio de agua 3 27 39-40.52-54, 120,135 'Ng
entanto, a utilizacdo clinica desses solventes ndo é desejavel. Dessa forma, para que a
PDI mediada pela CUR possa ser indicada clinicamente na eliminagdo de micro-
organismos bucais, a investigacdo de veiculos biocompativeis capazes de solubiliza-la
mantendo seu excelente efeito fotodindmico ainda é necessaria.

Além disso, um aspecto que precisa ser investigado previamente ao uso da PDI na
Odontologia é a possibilidade dessa técnica promover alteracdes indesejaveis nas
superficies de materiais restauradores estéticos e esmalte dental, uma vez que os FS
utilizados para PDI sdo substancias corantes 8. Se a aplicacio topica do FS for capaz de
promover alteracdo na cor de restauragOes estéticas que o paciente ja possua e esmalte

dental, ou mesmo em suas propriedades superficiais como a dureza ou a rugosidade
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superficial, a PDI ndo podera ser recomendada com seguranca, pois alteracdes na
rugosidade da superficie poderiam promover maior actimulo de placa dentaria 10 2L 23 43-
44,55, 66, 95,114, 116, 118, 139, 156, 164, 168 anquanto que alteragGes na dureza poderiam acarretar no
desgaste ou diminuicdo da resisténcia superficial a abrasdo, as fraturas, diminuicdo da
resisténcia flexional e resisténcia a compressdo, o que influenciaria diretamente na
|Ongevidade da restaura(;éo 9-10, 21, 24, 35, 42-43, 54-55, 76, 90, 100, 105, 112, 118, 121, 138, 140, 151 e dO
elemento dental 1, 18,50, 72, 88, 101, 111, 158_

Isso deve-se levar em consideracdo uma vez que a CUR possui elevada acao
antioxidante, absorvendo as espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes nos tecidos e
quando excitada por luz com comprimento de onda compativel ao seu espectro de
absorc¢do (A= 430+10 nm) se torna altamente instavel & 28 30.39-40. 51115 "qe modo que na
tentativa de voltar ao seu estado fundamental de energia, reage com moléculas
circunvizinhas originando radicais livres como o peroxido de hidrogénio, as hidroxilas
reativas e os superoxidos & 28 30. 39-40, 51, 115,165 - Consjderando o mecanismo de acgdo da
PDI e a possibilidade de liberagdo de radicais livres e outros subprodutos, pode-se supor
gue ndo somente as células microbianas, mas qualquer tecido ou material exposto a acao
fotodindmica, possa sofrer algum dano apds a ocorréncia das reacdes tipo | e 11.

Na Odontologia, a exposicéo de tecidos dentais e restauradores a radicais livres e
subprodutos semelhantes aos formados durante a PDI vem sendo descrita em
investigacOes de clareamento dental. Quando se utiliza a técnica do clareamento caseiro,
0 agente clareador se decompde em ureia e perdxido de hidrogénio, que por sua vez, se
degrada em oxigénio e &gua, a principal responsavel pela degradacdo hidrolitica dos
compodsitos 5% 118, 140. 156, 168 'Essq degradagdo resultara em falha de ligacdo entre a matriz
resinosa e as particulas de carga das resinas, culminando no aumento da rugosidade
superficial da mesma %% 118 140. 156, 168 " ymga reacfo semelhante é observada quando se
realiza a técnica de clareamento em consultério, no entanto, pelo fato da formulagéo
inicial ja ser o perdxido de hidrogénio, este se dissociara em agua e OXxigénio,
desencadeando os mesmos resultados acima descritos para 0s materiais restauradores
resinosos. Em se tratando do esmalte dental, acredita-se que os agentes clareadores bem
como seus subprodutos agem ndo somente sobre as moléculas de pigmentos, mas também

diretamente sobre a matriz organica do esmalte dental, resultando em destruicdo das
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cadeias organicas longas em cadeias curtas por uma reacgdo de oxidagdo » > 158, Alguns
estudos relatam também a existéncia de uma intima relacdo entre a realizacdo do
procedimento clareador e o aumento da rugosidade superficial, da microdureza
superficial e da alteracdo de cor de materiais resinosos e elementos dentais 2% 23 35 90. 1%6,
188 Por outro lado, alguns autores relatam nenhum resultado sobre a microdureza e a
rugosidade em resinas compostas e elementos dentais apds o uso de agentes clareadores
50, 88, 95, 105, 138-139, 158.

Considerando os aspectos ja descritos, entende-se que para que as pesquisas
cientificas da area odontoldgica possam cumprir verdadeiramente seu papel na melhora
das condicdes de saude humana, é essencial que seja feita a traducdo dos novos
conhecimentos gerados pelo avanco nas pesquisas basicas para a prevencdo, diagndstico
e tratamento das doencas na prética clinica. Sem a definicdo de um protocolo eficaz e
seguro ndo sera possivel transpor os resultados da avaliacdo da PDI em pesquisas basicas
para um novo nivel, o das investigacdes clinicas. Assim, este estudo buscou definir um

protocolo eficaz para a Inativacdo Fotodindmica utilizando a curcumina como FS.

33



135

7 CONCLUSAO

Em funcdo dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. Embora a eficacia da PDI mediada pela CUR para reducdo de biofilmes
formados in vitro tenha sido comprovada, esta encontra-se diretamente
relacionada ao tipo de veiculo usado para a solubilizagdo do
fotossensibilizador. Adicionalmente, dentre as formulagdes testadas, a
veiculada no sistema denominado hidrogel acido oleico se mostrou

promissora para inativacao de cepas de Streptococcus mutans.

2. Nos estudos in vitro sobre corpos de prova confeccionados em resinas
compostas e esmalte dental bovino, a formulacdo de CUR veiculada no
sistema denominado hidrogel &cido oleico indica ndo possuir qualquer
potencial deletério sobre as propriedades de dureza, rugosidade e cor da
superficie de esmalte dental bovino, podendo, portanto, ser aplicada sobre
ela com seguranca. Em contrapartida, os resultados mostraram que,
dependendo do tipo de resina, é possivel haver algum efeito deletério frente
ao uso da PDI mediada por CUR veiculada no sistema hidrogel &cido
oleico, de modo que seu uso sobre superficies de restauracdes deve ser

indicado mais criteriosamente.

3. Os resultados encontrados no estudo piloto in situ mostraram que as
espéecies que cresceram em meio de cultura inespecifico e a espécie de
Streptococcus mutans parecem ser susceptiveis a PDI mediada por CUR
veiculada no sistema hidrogel acido oleico. Além disso, os dados sugerem
que a eficAcia da PDI sobre biofilme multiespécie seja diretamente
relacionado as particularidades de cada individuo, o que precisa ser mais

bem elucidado em estudos futuros.
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