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Eis aqui o bom conselho a se seguir: 

Tente mais uma vez; 

Se no início algo é difícil conseguir! 

Tente mais uma vez, 

E verá sua coragem aparecer. 

Nunca tema, não há nada que temer 

Persevere e verá que vai vencer; 

Tente mais uma vez. 

O pescador que puxa a rede com pressa 

Não tem peixe para a feira; 

A criança que fecha o livro depressa 

Não aprende a lição inteira. 

Por isso, criança, se quer ter ciência, 

A hora do estudo prolongue; 

Nada se alcança sem paciência, 

E devagar se vai ao longe. 

 

O livro das virtudes para crianças 

Willian J. Bennett 
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RESUMO 

 

 

Garcia MT. Novas estratégias terapêuticas para o controle de biofilmes orais: terapia 
fotodinâmica e sistema carreador de antimicrobianos [tese]. São José dos Campos 
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2022. 

 
 

Os biofilmes orais possuem grande relevância clínica por estarem associados com o 
desenvolvimento de cárie dentária e candidose bucal, que são doenças infecciosas 
frequentemente encontradas na população. O presente trabalho foi dividido em dois 
estudos: Estudo 1 que teve como objetivo analisar os efeitos da terapia fotodinâmica 
antimicrobiana (TFDa), mediada por Fotoenticine (FTC) e Azul de Metileno (AM), 
sobre biofilmes microcosmos de cárie dentária; e Estudo 2 cujo objetivo foi avaliar o 
gellan gum como biomaterial para carreador do antifúngico Ester fenetil do ácido 
caféico (CAPE) contra Candida albicans. No estudo 1, amostras de dentina cariada 
foram coletadas de diferentes pacientes para formar biofilmes microcosmos in vitro. 
Os biofilmes foram tratados com FTC ou AM associado à irradiação LED a 660 nm 
(28,5 J/cm²). Os dados foram analisados pela contagem de Unidades Formadoras de 
Colônias (UFC/mL). Além disso, a biomassa, estrutura do biofilme e produção de 
ácidos pelos microrganismos foram determinadas por análises microscópicas ou 
espectrofotométricas. Os biofilmes de diferentes pacientes apresentaram variações 
na composição microbiana, sendo formados por estreptococos, lactobacilos e 
leveduras. No geral, a TFDa diminuiu 3,7 Log10 do total de microrganismos, 2,8 Log10 
de estreptococos, 3,2 Log10 de lactobacilos e 3,2 Log10 de leveduras, e atingiu a 
erradicação de estreptococos do grupo mutans. A TFDa também foi capaz de reduzir 
a biomassa, desagregar os biofilmes e diminuir a concentração de ácidos em 1,1 a 
1,9 mmol de lactato/L. Em relação ao estudo 2, inicialmente, foram preparadas 
formulações do CAPE em diferentes concentrações de gellan gum (0,6 a 1%). As 
formulações foram avaliadas em relação ao sistema de liberação e ação antifúngica 
contra C. albicans. Verificou-se que concentrações mais altas de gellan (0,9 e 1%) 
levaram a uma liberação mais prolongada do CAPE em relação as concentrações 
mais baixas. Os valores de concentração inibitória mínima do CAPE sobre C. albicans 
foram aumentados quando esse composto foi incorporado no gellan. As formulações 
de CAPE em gellan apresentaram atividade antifúngica tanto em culturas planctônicas 
como em biofilmes de C. albicans, sendo esses efeitos dependentes do tempo de 
tratamento. O CAPE e suas formulações em gellan também levaram a uma diminuição 
da atividade proteolítica de C. albicans. Concluiu-se que a TFDa mediada por 
Fotoenticine e o sistema carreador de gellan gum podem ser estratégias terapêuticas 
promissoras para o controle dos biofilmes na cavidade bucal, podendo ser usadas 
respectivamente no tratamento da cárie e candidose. 
 
Palavras-chave: cárie dentária; biofilmes microcosmos; terapia fotodinâmica; 
fotoenticine; azul de metileno; candidose bucal; gellan gum, Ester fenetil do ácido 
caféico. 
 
 
 



 
 

   
 

ABSTRACT 
 
 
Garcia MT. New therapeutic strategics for the control of oral biofilms: photodynamic 
therapy and drug delivery system [doctor thesis]. São José dos Campos (SP): São 
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022. 

 
 

Dental caries and oral candidiasis are infectious diseases frequently found in the 
population. The present work is divided into two studies, study 1 time as objective: To 
analyze the effects of antimicrobial photodynamic therapy (aPDT), mediated by 
Fotoenticine (FTC) and Methylene Blue (MB), on dental caries microcosm biofilms. In 
study 2, the objective was to evaluate gellan gum as a biomaterial to carry the 
antifungal caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on Candida albicans. To conduct study 
1, carious dentin samples were collected from different patients to form in vitro 
microcosm biofilms. The biofilms were treated with FTC or MB associated with 660 nm 
red LED irradiation, with energy dose of 28.5 J/cm² and power dose of 40 mW/cm². 
The data were analyzed by the count of Colony Forming Units (CFU/mL). In addition, 
the biomass, biofilm structure and acid production of the microorganisms were 
determined by microscopic or spectrophotometric analysis. The biofilms from different 
patients showed variations in microbial composition, being formed by streptococci, 
lactobacilli, and yeasts. Overall, aPDT decreased 3.7 Log10 of total microorganisms, 
2.8 Log10 of streptococci, 3.2 Log10 of lactobacilli and 3.2 Log10 of yeasts, and 
achieved eradication of mutans group streptococci. PDTa was also able to reduce 
biomass, disaggregate biofilms, and decrease acid concentration by 1.1 to 1.9 mmol 
lactate/L. For study 2 of this, first the standards of CAPE were determined, such as 
minimum inhibitory concentration, and absorption peak, then CAPE was incorporated 
into gellan gum, and then the standard curve test and analysis of CAPE release was 
performed, finally the formulations were tested on planktonic culture and biofilm of 
different strains of C. albicans, it was also analyzed the action of this drug on the 
production of Sap. The MIC found varied from 32 to 64 µg/mL, the release tests 
showed a gradual release in the higher formulations, finally in the CFU/mL count both 
in planktonic culture and biofilm the formulations were able to inhibit the fungus. With 
this it is concluded that both aPDT for oral microcosm and gellan gum as caregiver of 
CAPE for Candida albicans inhibition are promising. 
 
Keywords: dental caries; microcosm biofilms; photodynamic therapy; fotoenticine; 
methylene blue; oral candidiasis; gellan gum, caffeic acid phenethyl ester. 
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1 NOVAS ESTRATÉGIAS TERAPÊUTICAS PARA O CONTROLE DE BIOFILMES 

ORAIS: terapia fotodinâmica 

 

 
1.1 INTRODUÇÃO 
 

A microbiota bucal humana é composta por uma comunidade de 

microrganismos bastante diversificada, sendo considerada a segunda microbiota mais 

complexa do corpo humano, perdendo somente para o cólon (Zhang et al., 2018). 

Atualmente, sabe-se que existem mais de 700 espécies na cavidade bucal, entre as 

quais 70% já foram cultivadas, embora somente 57% tenham sido nomeadas (Verma 

et al., 2018; Wade, 2013a). Os inúmeros microrganismos da cavidade bucal coexistem 

por relações ecológicas de comensalismo, simbiose e antagonismo, sendo essas 

essenciais na saúde do hospedeiro por inibirem o crescimento de patógenos e 

proporcionarem o equilíbrio do sistema imunológico (Bandara et al., 2019). Porém, 

com influência de mudanças ambientais internas e/ou externas, pode ocorrer a 

proliferação de microrganismos específicos, levando à doenças infecciosas, como 

cárie dentária (Hu et al., 2019; Wade, 2013a).  

A cárie dentária é uma doença amplamente presente na população, sendo a 

principal causa de dor e perda dentária. É uma doença multifatorial influenciada pelos 

fatores de virulência dos microrganismos do biofilme dentário, características do 

hospedeiro e composição da dieta. Quando um indivíduo se alimenta de carboidratos, 

microrganismos fermentadores desses açúcares produzem ácidos, levando a perda 

de íons cálcio e fosfato da estrutura dental para o meio. Esse processo é denominado 

desmineralização, e com o passar do tempo, se não ocorrer o processo de 

remineralização, esse desequilíbrio do pH resulta em dissolução da estrutura dental e 

o desenvolvimento da doença (Bandara et al., 2019; Pitts et al., 2017). Diversos 

microrganismos apresentam essa capacidade acidogênica, dentre eles podemos 

destacar Streptococcus mutans, Lactobacillus spp. e leveduras do gênero Candida 

(Lamont et al., 2018).  

Esses microrganismos do biofilme também estabelecem interações 

ecológicas, que além da cárie, podem contribuir para o desenvolvimento de outras 

doenças. Entre as interações fúngicas-bacterianas, a relação sinérgica de C. albicans 

com Streptococcus é muito investigada, sabe-se que a fermentação de carboidratos 
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por Streptococcus favorece a fixação dessas leveduras na cavidade bucal, o que 

resulta em um favorecimento do desenvolvimento da candidose bucal (Vila et al., 

2020).  

A cárie dentária possui um tratamento convencional efetivo, mas esse ainda 

requer técnicas invasivas e possui limitações para erradicação microbiana, o que pode 

resultar em recidivas. Assim, existe a necessidade de terapias adjuvantes que possam 

favorecer o sucesso do tratamento convencional. Entre as novas terapias que estão 

sendo desenvolvidas, destaca-se a terapia fotodinâmica antimicrobiana (TFDa). A 

TFDa é uma reação fotoquímica que associa um fotossensibilizador à uma fonte de 

luz em comprimento de onda específico, resultando em formação de espécies reativas 

de oxigênio com consequente morte da célula microbiana. Como a eficácia da TFDa 

depende das características do agente fotossensibilizante, a busca por novos 

fotossensibilizadores, tornou-se o alvo das pesquisas atuais.  

Diante do exposto, o estudo 1 dessa tese teve como objetivo avaliar o efeito 

da TFDa mediada por dois diferentes fotossensibilizadores (Fotoenticine e Azul de 

Metileno) no controle de biofilmes cariogênicos.  
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1.2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

1.2.1 Cárie dentária e biofilmes cariogênicos 

 

 

A cavidade bucal é habitada por diversos microrganismos que coabitam em 

homeostase com hospedeiro. Entretanto, devido às alterações intrínsecas ou 

extrínsecas à cavidade bucal, esses microrganismos podem aumentar em número e 

se tornarem patogênicos, levando ao desenvolvimento de doenças, como a cárie 

dentária (Belda-Ferre et al., 2012; Wade, 2013b). Essa doença é um grande problema 

de saúde pública em todo o mundo, afetando principalmente os segmentos mais 

desfavorecidos da sociedade. Embora tenha ocorrido uma diminuição da sua 

prevalência nas últimas décadas, esta doença ainda afeta mais de 621 milhões de 

crianças e 2,4 bilhões de adultos em todo o mundo (Pinheiro et al., 2019). As lesões 

de cárie não tratadas podem afetar as atividades diárias das pessoas, incluindo 

alimentação, sono, relacionamento social e podem até comprometer a 

empregabilidade e as oportunidades sociais (Calvasina et al., 2018). 

A cárie dentária é uma doença de tecidos duros, de caráter multifatorial, 

fortemente influenciada por: carboidratos provenientes da dieta, ação dos 

componentes salivares do hospedeiro e patogenicidade de determinados 

microrganismos do biofilme dentário (Bowen, Koo, 2011; Chenicheri et al., 2017; 

Hamada, Slade, 1980; Koo et al., 2010). Apesar da doença estar erroneamente 

sempre associada a lesão cavitária, seu processo se inicia muito antes disso. Ao 

ingerirmos carboidratos, determinados microrganismos bucais começam a 

metabolizar esses açúcares e a produzir ácidos que levam à alteração do pH salivar. 

Essa alteração, faz com que o dente perca íons para o meio bucal, fenômeno 

denominado desmineralização. Com o passar das horas, a saliva é capaz de 

tamponar o seu pH, devolvendo os íons a estrutura dental, em um processo de 

remineralização. Entretanto, se a ingestão dos açúcares ocorre com frequência, a 

saliva não tem tempo hábil para regularizar o seu pH, causando uma intensa 

desmineralização da superfície dental, dando início ao processo de cavitação da 

estrutura dental (Pitts et al., 2017; Valm, 2020).  
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Dentre os microrganismos fermentadores de carboidratos, podemos destacar 

Streptococcus mutans. Essa bactéria tem alto potencial acidogênico e acidúrico, ou 

seja, é capaz de metabolizar uma ampla variedade de carboidratos e sobreviver em 

ambientes de baixo pH, por isso é considerada uma das principais espécies 

bacterianas envolvidas na etiologia da doença cárie. Seus atributos de virulência 

permitem uma fácil adesão e acumulação na superfície do dente, resultando na 

formação de biofilmes. Esses fatores de virulência são o ponto chave para sua 

colonização e desenvolvimento da cárie dentária (Banas, Vickerman, 2003; Bowen, 

Koo, 2011; Esberg et al., 2017). 

Contudo, embora S. mutans  seja vital para o desenvolvimento da cárie 

dentária, essa bactéria interage com um conjunto diverso de microrganismos, que se 

acumulam em uma superfície dura e produzem matriz extracelular, resultando em um 

biofilme organizado e tridimensional (Bowen et al., 2018). Essa composição 

microbiana, pode variar entre indivíduos e até mesmo entre nichos em uma mesma 

pessoa, ou seja, a presença de microrganismos pode diferir tanto em quantidade 

quando em diversidade (Rudney et al., 2012; Tanner et al., 2018). Devido à alta 

prevalência da cárie dentária na população, várias pesquisas são desenvolvidas para 

encontrar novas metodologias de controle dos biofilmes cariogênicos (Nagata et al. 

2012, Araujo et al. 2015).  

Na tentativa de minimizar dissimilaridade ente pesquisas in vitro e in vivo, os 

modelos de estudo de biofilme microcosmo conquistaram espaço (Kim et al., 2014; 

Rudney et al., 2012; Sande et al., 2011; Signori et al., 2018). Esse tipo de biofilme 

consiste no cultivo de um material biológico coletado de pacientes como: saliva, fluido 

gengival, tecido cariado e biofilme de dente íntegro. A coleta pode ser de um ou 

múltiplos doadores, e traz uma melhor compreensão da dinâmica microbiológica do 

nicho em estudo. Os biofilmes microcosmos abrigam informações de relevância que 

não são possíveis de serem observadas em biofilmes simples, como por exemplo, a 

quantidade e a diversidade microbiológica em cada nicho (Kim et al., 2016). Esse tipo 

de biofilme pode ser desenvolvido em forma estática que fornece nutrientes limitados, 

como por exemplo biofilmes em placas de poços, ou em forma dinâmica, na qual o 

fornecimento de nutrientes é constante, como bocas artificiais. Ambos apresentam 

vantagens em relação aos biofilmes monoespécies (Santos et al., 2019).  

Os biofilmes microcosmos também têm a capacidade de induzir lesões de cárie 
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artificial mais coincidentes com a realidade, simulando de forma mais fidedigna as 

interações entre os diversos microrganismos e carboidratos (Carvalho et al., 2018). 

Sande et al. (2011) estudaram a capacidade de desmineralização dos biofilmes 

microcosmos. Para isso, alíquotas de saliva de voluntários foram colocadas sobre 

corpos-de-prova de esmalte bovino por 5 dias, sendo após esse período encontradas 

áreas de desmineralização do esmalte. Em análise de microscopia eletrônica de 

varredura, é possível observar a diversidade desse tipo de biofilme e toda sua 

estrutura tridimensional. No estudo de Jardine et al. (2019) foi avaliado o efeito 

antimicrobiano de cimentos biocerâmicos em biofilme microcosmo, e nas análises de 

imagem foi possível verificar uma diversidade de microrganismos presentes, além de 

toda sua estrutura e agregação.  

Outra vantagem dos biofilmes microcosmos é a possibilidade de avaliar a 

acidogenicidade do biofilme relacionada à presença de microrganismos capazes de 

produzir ácido lático (Oliveira, 2018). O ácido lático é um produto resultante da 

fermentação de sacarose proveniente da dieta (Papadimitriou et al., 2016). Uma vez 

que esses ácidos estão relacionados com o processo de desmineralização dos tecidos 

dentários e desenvolvimento da cárie dentária, a quantificação da produção de ácido 

lático nos biofilmes microcosmos permite investigar se as taxas metabólicas dos 

microrganismos são comprometidas após o tratamento (Creeth et al., 2018; Guilherme 

et al., 2009), fornecendo dados adicionais para o estudo do controle da cárie dentária. 

Portanto, os biofilmes microcosmos constituem-se de modelos importantes para 

estudo de novas terapias contra a cárie dentária. 

 

 

1.2.2 Terapia fotodinâmica antimicrobiana e fotossensibilizadores 

 

 

A TFDa baseia-se em uma reação fotofísica capaz de causar morte celular de 

microrganismos, por meio da utilização de um fotossensibilizador e uma fonte de luz 

na presença do oxigênio (Issa, Manela-Azulay 2010; Méndez et al. 2018; Neves et al., 

2016). A reação acontece quando uma luz, em comprimento de onda ressoante, se 

incide sobre o fotossensibilizador, que por sua vez, é ativado e passa do seu estado 

singleto para um estado singleto excitado. A meia vida do fotossensibilizador nesse 
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estado é curta, e por uma perda de energia pode voltar ao seu estado original. 

Entretanto, se ocorrer um cruzamento intersistemas o fotossensibilizador pode passar 

para seu estado tripleto, que apresenta maior estabilidade, podendo reagir com o 

oxigênio do ambiente por dois processos distintos: Reação tipo I: na qual ocorre 

transferência de elétrons, originando radicais livres; e reação tipo II: onde há 

transferência de energia, formando o oxigênio singleto (figura 1). Ambas as reações 

resultam em produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), que iniciam o 

estresse oxidativo e reagem com membranas celulares e proteínas, resultando na 

morte celular microbiana (Carrera et al., 2016; Da Hora Machado, 2000; Méndez et 

al., 2018a).  

 

 

Figura 1- Mecanismo de ação da TFDa representando as reações do tipo 1 e tipo 2 

 

 

Legenda:Diagrama de Jablonski modificado. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

A TFDa possui como vantagem a seletividade, já que podemos direcionar a luz 

no local da lesão (Perussi, 2007). O alcance de resultados imediatos, eliminação de 

patógenos em biofilmes, inibição de fatores de virulência produzidos pelos 
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microrganismos e ausência de seleção de cepas microbianas resistentes são outros 

benefícios que essa terapia apresenta (Dovigo et al., 2013; Lourenço et al., 2019; 

Vieira et al., 2019). 

 Entretanto, sabe-se que os resultados da TFDa dependem da natureza das 

células alvo, das condições de iluminação e propriedades do fotossensibilizador (Kou 

et al., 2017). Entre as propriedades ideais de um fotossensibilizador estão: baixa 

toxicidade no escuro, alto rendimento quântico de EROs, capacidade de absorção em 

comprimento de onda que proporcione boa penetração da luz no tecido (vermelho ou 

infra-vermelho), estado tripleto com uma meia vida longa, alta solubilidade em água, 

simplicidade na formulação, farmacocinética favorável, facilidade de manuseio e 

possibilidade de obtenção em escala industrial a custo reduzido (Hamblin, 2016; 

Simplicio et al., 2002). 

 Na busca por essas características ideias, vários fotossensibilizadores são 

investigados e desenvolvidos, como os fenotiazínicos, derivados da hematoporfirina, 

clorinas, xantenos, fitalocianinas e derivados de produtos naturais (Bayona et al., 

2017; Junqueira et al., 2012; Mesquita et al., 2018). Certamente, os fenotiazínicos azul 

de metileno (AM) e azul de toluidina são os fotossensibilizadores mais usados e 

estudados até hoje. Ambos receberam aprovação regulamentar em vários países do 

mundo para uso na TFDa. Entretanto, os cromóforos fenotiazínicos não são altamente 

ativos e muitos laboratórios estão tentando introduzir compostos com maior atividade 

(Bonifácio et al., 2018; Hamblin, 2016).  

 Entre os compostos com maior atividade para serem usados na TFDa, a clorina 

e6 (figura 2) mostra-se um ótimo fotossensibilizador em diversos tratamentos in vitro 

para inibição de microrganismos como S. mutans e C. albicans (Garcia et al., 2018; 

Khademi et al., 2014). A clorina e6 é um fotossensibilizador de segunda geração, ou 

seja, apresenta tempo de fotossensibilização mais curto e um rendimento de produção 

de EROs maior. Pode ser ativada pela luz na faixa de 650 e 800 nm, região mais 

favorável por apresentar maior penetração da luz ao tecido, por isso é mais estável, 

possibilitando o tratamento de lesões mais profundas (Silva, 2007).  
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Figura 2- Estrutura química da molécula da Clorina e6  

 

 

Fonte: Cieplik et al. 2018 com adaptações. 

 

 

A partir da molécula de Clorina e6 surgiram diversos fotossensibilizadores, por 

exemplo o Radachlorin e Photoditazine (PDZ), que tem suas ações antimicrobianas 

estudadas em ampla escala (Fekrazad et al., 2011; Hakimiha et al., 2014; Quishida et 

al., 2015; Vahabi et al., 2011). Além desses, um novo fotossensibilizador derivado da 

Clorina e6, o Fotoenticine® (FTC), foi sintetizado por pesquisadores da Espanha e 

suas ações antimicrobianas ainda estão sendo investigadas.  

Em estudo recente do nosso grupo de pesquisa, o FTC mostrou ser um 

fotossensibilizador promissor para uso na TFDa contra S. mutans, sendo capaz de 

inibir o crescimento dessas bactérias em culturas planctônicas e diminuir a formação 

do biofilme (Garcia et al., 2018). Contudo, esses resultados foram só um indício que 

esse fotossensibilizador pode ser promissor para tratamento da cárie dentária, afinal, 

se faz necessário entender a ação da TFDa com FTC sobre os microrganismos 

organizados em biofilmes multiespécies. Para esse tipo de estudo, os biofilmes 

microcosmos são os melhores modelos in vitro, por isso a primeira parte desse estudo 

teve como objetivo comprar a ação da TFDa associada ao FTC e ao AM sobre 

biofilmes microcosmos provenientes de cárie dentária.  
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1.3 PROPOSIÇÃO 

 

1.3.1 Objetivos gerais 

 

 

Investigar a ação da TFDa associada ao Fotoenticine ou Azul de Metileno 

sobre biofilmes microcosmos de cárie dentária.  

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

 

Avaliar os efeitos dos fotossensibilizadores Fotoenticine e Azul de Metileno na 

TFDa sobre biofilmes microcosmos de cárie dentária, por meio de: 

 

a) contagem de células viáveis;  

b) quantificação de biomassa; 

c) análise estrutural microscópica; 

d) determinação da capacidade acidogênica. 
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1.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Nesse estudo analisamos a ação da TFDa sobre biofilmes microcosmos de 

cárie dentária. O fluxograma das etapas seguidas nesta parte do estudo pode ser 

observado na figura 3. 

 

 

Figura 3- Fluxograma do estudo da TFDa sobre biofilmes microcosmos cariogênicos. 

 

 

Legenda: Fluxograma das etapas experimentais da primeira parte do trabalho. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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1.4.1 Comitê de ética 

 

 

Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de ética em Pesquisa em 

Seres Humanos do Instituto de Ciência e Tecnologia da Universidade Estadual 

Paulista/Unesp do campus de São José dos Campos sob Parecer n° 158617/2019 

(ANEXO A). 

 

 

1.4.2 Seleção dos voluntários e coleta do material 

 

 

Para a formação dos biofilmes microcosmos, foram selecionados 3 pacientes 

em atendimento na clínica de Odontologia Restauradora do ICT/Unesp. Os critérios 

de inclusão foram: idade entre 20 a 40 anos, presença de no mínimo uma lesão de 

cárie dentinária em molar. Os critérios de não inclusão foram o uso de antibióticos nos 

últimos 90 dias. 

A coleta do material de dentina infectada foi realizada após anestesia do 

paciente e isolamento absoluto, utilizando-se uma cureta estéril. O material foi 

transferido para caldo BHI com 20% de glicerol e armazenado em freezer -80. Os 

dentes foram então restaurados de acordo com a necessidade individual pré-

determinada. 

 

 

1.4.3 Confecção dos corpos-de-prova 

 

 

Foram confeccionados corpos-de-prova de dentina de dentes bovinos, 

conforme metodologia de Garcia et al. 2018. Os corpos-de-prova foram preparados a 

partir de dentes incisivos mandibulares, medindo 5 mm de diâmetro e 2,5 mm de 

espessura. Inicialmente, foi realizado um corte na junção amelocementária com 

auxílio de uma peça reta odontológica com disco diamantado, para assim conseguir o 

seccionamento da raiz com a coroa dos dentes (figura 4). As coroas foram então 
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fixadas em um suporte da máquina de amostra circulares com a face vestibular voltada 

para cima (figura 5). Os cortes foram realizados com uma broca trefina de 4 mm de 

diâmetro (figura 6)  

 

 

Figura 4- Corte na junção amelocementária  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Figura 5- Dentes fixados no suporte da máquina de corte de amostras circulares 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 6- Dente posicionado na máquina de cortes de amostras circulares 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Para polimento e padronização das amostras, cada corpo-de-prova foi inserido 

no interior de uma matriz metálica, com dimensões de 6 mm de diâmetro e 2,5 mm de 

espessura, onde a superfície da dentina ficou posicionada para o interior da matriz 

(figura 7). Assim, foi realizado o desgaste com lixa de granulação decrescente em 

uma politriz circular (DP-10, Panambra Industrial e Técnica, AS, São Paulo, SP, Brasil) 

sob refrigeração em baixa velocidade (figura 8), sendo sempre conferida sua 

dimensão final por paquímetro digital (figura 9). Após a confecção, os corpos-de-prova 

foram armazenados em 0,1% (v/v) de solução de timol a 4ºC. Todos esses 

procedimentos foram realizados no Laboratório Integrado de Pesquisa em 

Odontologia Restauradora (LIPq) do Departamento de Odontologia Restauradora do 

Instituto de Ciência e Tecnologia no Campus de São José dos Campos/Unesp. 
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Figura 7- Corpo-de-prova posicionado na matriz para polimento 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Figura 8- Corpo-de-prova sendo polido 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 9- Verificação da dimensão final do corpo-de-prova por paquímetro digital 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.4.4 Formação dos biofilmes microcosmos 

 

 

Para a formação dos biofilmes microcosmos foi seguida a metodologia de 

Méndez et al. (2018) com algumas modificações. As amostras do material de dentina 

cariada foram descongeladas e homogeneizadas. Então, 200 µL foi adicionado em 10 

mL de caldo BHI fresco enriquecido com 5% de sacarose e levado para estufa a 37ºC 

em 5% de CO2 por 48 h.  

Os corpos-de-prova foram autoclavados e posicionados em placa de 24 poços 

(figura 10), sendo suspensos por suportes confeccionados com fio ortodôntico. Com 

os corpos-de-prova devidamente posicionados, foi acrescentado 2 mL de caldo BHI 

com 5% de sacarose. A seguir, foram adicionados 225 µL da suspensão em cada 

poço e as placas foram incubadas a 37ºC por 120 h em 5% de CO2. A cada 24 h os 

poços foram lavados duas vezes com 2 mL de PBS para remoção das células 

fracamente aderidas, e posteriormente foram adicionados 2 mL de caldo BHI com 5% 

de sacarose em cada poço e incubadas a 37ºC em 5% de CO2 novamente. 
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Figura 10- Corpos-de-prova posicionados nos suportes na placa de 24 poços 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.4.5 Preparo dos fotossensibilizadores e fonte de luz 

 

 

Para a realização da fotossensibilização in vitro foi seguida a metodologia 

previamente descrita por Garcia et al., (2018). Como fotossensibilizador foi utilizado o 

FTC e o AM (como controle, por ser o padrão outro utilizado atualmente na clínica). 

Tanto o FTC quanto o AM foram diluídos em PBS e esterilizados utilizando filtro com 

poro 0,22 µm (MFS, Dublin, EUA). ambos fotossensibilizadores foram armazenados 

no escuro. Para irradiação dos corpos de prova, foi utilizado o IrradLED® (biopdi - São 

Carlos, São Paulo, Brasil) que possui 48 diodos emissores de luz (LED) com 

comprimento de onda de 660 nm, vermelho visível, e uma potência individual de cada 

LED de 3 W gerando dose de energia de 28,5 J/cm² por 714 s, totalizando uma dose 

de potência de 40 mW/cm². 

Após a formação do biofilme, os corpos-de-prova foram posicionados na 

intersecção dos poços da placa de 24 poços, para que fosse possível o uso de um 

volume mínimo de fotossensibilizador. Assim, foi adicionado 200 µL de FTC, AM ou 

PBS conforme o grupo experimental (Quadro 1). As placas foram protegidas da luz, 

para evitar a irradiação de luz do ambiente, e colocadas no agitador orbital (Solab, 

Piracicaba, Brasil) durante 15min (tempo de pré-irradiação). Em seguida os grupos F-

L+; FTC+L+ e AM+L+ foram irradiados com LED. Já os grupos F-L-; FTC+L- e AM+L- 

continuaram protegidos da luz, pelo mesmo tempo em que os biofilmes foram 

submetidos à irradiação. 
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Quadro 1- Divisão dos grupos experimentais 

 

Grupo controle:  
biofilme microcosmo 
sem tratamento 

Biofilme microcosmo 
tratado com Azul de 
Metileno 

Biofilme microcosmo 
tratado com 
Fotoenticine® 

LED na ausência de 
fotossensibilizador (F-L+) 

Azul de Metileno e LED 
(AM+L+) 

Fotoenticine® e LED 
(FTC+L+) 

Ausência de 
fotossensibilizador e LED 
(F-L-) 

Azul de Metileno sem 
LED (AM+L-) 

Fotoenticine® sem LED 
(FTC+L-) 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.4.6 Análise da TFDa sobre o número de células viáveis dos biofilmes 

microcosmos 

 

 

Após a fotossensibilização in vitro, os corpos-de-prova foram transferidos para 

tubos Falcon contendo 4 mL de PBS. Os biofilmes aderidos foram desprendidos 

utilizando homogeneizador ultra-sônico (Sonoplus HD2200, Bandelin Eletronic) com 

potência de 7 W por 30 s, rompendo os agregados microbianos. A partir da solução 

obtida, foram realizadas diluições seriadas da suspensão do biofilme. 

Para contagem total de microrganismos foram semeadas alíquotas de 100 µL 

de cada diluição em placas contendo ágar BHI, já para as demais contagens foram 

semeadas três alíquotas de 10 µL de cada diluição em placas contendo meios de 

cultura específicos: ágar Mitis Salivarius para contagem de estreptococos, ágar Mitis 

Salivarius Bacitracina Sacarose para contagem de estreptococos do grupo mutans, 

ágar Rogosa para contagem de lactobacilos, e ágar Sabouraud com cloranfenicol para 

contagem de leveduras. 

Posteriormente, as placas de ágar Sabouraud foram incubadas a 37ºC por 48 

h, as demais placas foram incubadas à 5% de CO2 nas mesmas condições, para 

determinação do número de UFC. 
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1.4.7 Análise do efeito da TFDa sobre a produção de ácido lático nos biofilmes 

microcosmos 

 

 

Após a fotossensibilização, os corpos-de-prova de dentina foram transferidos 

para tubos Falcon contendo 5 mL de PBS e incubados a 37ºC por 3 h. A seguir, 1 mL 

de cada tubo foi levado para o freezer -80ºC por 5 min para interromper a produção 

de ácido lático e posteriormente foram levados para análise seguindo a metodologia 

de Pires et al. (2019) com algumas modificações. Para verificação das concentrações 

de L-lactato foi utilizado o método espectrofotômetro enzimático (método da 

desidrogenase láctica LDH UV, K014 - Bioclin), de acordo com as instruções do 

fabricante. As leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro UV 

(Epoch, Biotek Instruments, Winoosk, EUA) no comprimento de onda de 340 nm, e os 

valores foram expressos em mmol de lactato/mL 

 

 

1.4.8 Análise estrutural dos biofilmes por microscopia eletrônica de varredura 

 

 

Após a formação do biofilme e tratamento de acordo com cada grupo, os 

corpos-de-prova de dentina foram tratados com 1 mL de glutaraldeído a 2,5% por uma 

hora para fixação das células, e a seguir foi realizada a desidratação das amostras 

com 1 mL de soluções crescente de etanol (10, 25, 50, 75 e 90%) por 20 min e, por 

último, etanol absoluto por 1 h. As placas contendo os corpos-de-prova foram levadas 

à estufa por 24 h para secagem completa das amostras e, posteriormente, os corpos 

de prova foram transferidos para stubs de alumínio e recobertos com ouro por 160 s 

a 40 mA (Denton Vacuum Desk II). Após a metalização, as peças foram analisadas 

no microscópio eletrônico de varredura do Laboratório Associado de Sensores e 

Materiais LAS/dimare no Instituto Nacional de Pesquisa Espaciais (INPE) em São 

José dos Campos/SP. 
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1.4.9 Análise da biomassa total dos biofilmes por coloração com cristal violeta 

 

 

Para essa análise, 200 µL das amostras de dentina cariada homogeneizadas 

foram adicionados em 10 mL de caldo BHI fresco enriquecido com 5% de sacarose e 

levados para estufa a 37ºC em 5% de CO2 por 24 h. Após esse tempo, a suspensão 

foi centrifugada e ressuspensa em 10mL de BHI. Em placas de 96 poços, foram 

adicionados 200 µL das suspensões seguido por incubação a 37ºC por 48 h em 5% 

de CO2. Após 24h da formação dos biofilmes, os poços foram lavados duas vezes 

com 2mL de PBS para remoção das células fracamente aderidas. Depois de 48h de 

formação do biofilme, os poços foram lavados novamente e então foi feita a 

fotossensibilização in vitro. Para isso 200 µL de FTC, AM ou PBS foram adicionados 

aos biofilmes, conforme os grupos experimentais do Quadro 1. As placas foram 

protegidas da luz e levadas ao agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil) por um tempo 

de 15 min (tempo pré-irradiação). A seguir, os grupos F-L+; FTC+L+ e AM+L+ foram 

irradiados com LED, enquanto os grupos F-L-; FTC+L- e AM+L- permaneceram no 

escuro pelo mesmo tempo em que os biofilmes foram submetidos à irradiação.  

As placas foram lavadas com PBS duas vezes e foi adicionado o álcool metílico 

por 20 min. Após remoção do álcool, as placas foram mantidas em temperatura 

ambiente por 16 h para secagem do biofilme. Passado esse tempo, 200 µL de Cristal 

Violeta foram adicionados em cada poço por 20 min. Em seguida, os poços foram 

lavados 3 vezes com 200 μL de solução fisiológica (NaCl 0,85%) e acrescentados 200 

μL de ácido acético (33%) para descoloração do biofilme. Então, 100 μL do 

sobrenadante do processo de descoloração foi transferido para placas de 96 poços. 

A leitura foi realizada em leitor de microplacas com comprimento de onda de 570 nm 

para medida da absorbância. 
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1.4.10 Análise estatística 

 

 

Os resultados obtidos nos ensaios de contagem de células viáveis (UFC/mL), 

produção de ácido lático e análise de biomassa foram analisados por ANOVA e teste 

de Tukey usando o programa GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, Inc., San 

Diego, CA, EUA). Para análise estatística, foram utilizados n=5 por grupo. Os ensaios 

foram repetidos três vezes. O nível de significância de 5% foi adotado em todas as 

análises. 
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1.5 RESULTADOS  

 

 

1.5.1 Análise dos biofilmes por contagem de células viáveis 

 

 

Para desenvolver esse estudo, foi realizada a coleta de dentina cariada de três 

pacientes diferentes, sendo essas amostras denominadas amostras 1, 2 e 3. Assim, 

foi realizada a contagem de células viáveis em cada uma das amostras com todos os 

grupos de estudo. No geral, os resultados demonstraram que apesar da 

individualidade de cada amostra, com variação de espécies e quantidade de 

microrganismos, todas apresentaram um padrão semelhante de inibição na resposta 

aos tratamentos realizados. 

 

 

1.5.1.2 Contagem de UFC do biofilme microcosmo da amostra 1 

 

 

A amostra 1 apresentou crescimento em ágar BHI, Mitis Salivarius, MSBS e 

Rogosa. Entretanto, não foi observado crescimento em ágar Sabouraud, indicando 

ausência de leveduras nesta lesão. 

Na contagem total de microrganismos em ágar BHI, foi possível observar que 

os grupos controle (F-L- e F-L+) apresentaram um crescimento médio na contagem 

de UFC de 7,2 Log10, assim como o grupo AM+L-. Nos grupos com TFDa a inibição 

foi significativa em relação ao grupo controle, sendo de 0,4 Log10 para o grupo AM+L+ 

e de 1,8 Log10 para o grupo FTC+L+. O grupo FTC+L- também apresentou redução 

microbiana, de aproximadamente 0,2 Log10 (figura 11A). 

O crescimento de UFC na contagem dos estreptococos em ágar Mitis Salivarius 

dos grupos controles (F-L- e F-L+) foi muito semelhante aos da contagem total, 

apresentando em média 7,4 Log10. Os grupos AM+L+ e FTC+L- apresentaram uma 

inibição de 0,7 e 0,6 Log10, respectivamente, com diferença estatisticamente 

significativa em relação aos grupos controles. Da mesma forma que na contagem 
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total, a maior inibição de estreptococos dos biofilmes microcosmos ocorreu no grupo 

FTC+L+, que alcançou redução de 2,1 Log10 (figura 11B). 

Na contagem de estreptococos do grupo mutans em ágar MSBS, o crescimento 

dos grupos controles e do grupo AM+L- foi em média 5,1 Log10. Nessa contagem, o 

grupo FTC+L- não apresentou diferença estatística, apresentando o mesmo 

crescimento que os grupos controle. A inibição dos grupos da TFDa, foi de 1,3 Log10 

para o grupo AM+L+ e o grupo FTC+L+ alcançou uma inibição total de microrganismo 

(figura 11C).  

Por fim, na contagem de lactobacilos em ágar Rogosa, os grupos controles e 

grupo AM+L- apresentaram em média 7,5 Log10 de crescimento. O grupo FTC+L- 

inibiu 0,3 Log10, enquanto os grupos com TFDa apresentaram inibição de 0,5 Log10 

no AM+L+ e 1,9 Log10 no FTC+L+. Esses dados confirmam que a TFDa com FTC 

apresentou maior atividade antimicrobiana do que a TFDa com AM (figura 11D). 
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Figura 11- Dados de unidade formadoras de colônias (UFC log 10) obtidos no biofilme 

microcosmo formados a partir da amostra 1 

 

 

Legenda: A) contagem de UFC/mL em meio BHI para contagens totais de microrganismos; B) 
contagem de UFC/mL em meio MS para contagem de Streptococcus spp. C) contagem em meio MSBS 
para contagem de de Estreptococos do grupo mutans; D) contagem de UFC/mL em meio Rogosa para 
contagem de Lactobacillus. Grupo controle na ausência de luz (F-L-); Grupo controle com presença de 
luz (F-L+); Grupo Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); Grupo TFDa com Azul de Metileno 
(AM+L+); Grupo Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); Grupo TFDa com Fotoenticine® 
(FTC+L+). Letras diferentes representam diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.5.1.3 Contagem de UFC do biofilme microcosmo da amostra 2 

 

 

A contagem total de UFC da amostra 2 demonstrou um crescimento médio de 

8 Log10 para os grupos controles e o grupo AM+L-. Os grupos com TFDa 

apresentaram redução de 1,2 Log10 para o grupo AM+L+ e de 3,1 Log10 para o grupo 

FTC+L+. O grupo FTC+L- apresentou redução microbiana semelhante ao grupo 

AM+L+ (figura 12A).  

Os grupos controles e o grupo AM+L-, avaliados na contagem de 

estreptococos, apresentaram um crescimento microbiano médio de 5,0 Log10. Os 



38 
 

   
 

grupos AM+L+ e FTC+L- apresentaram redução de 0,69 e 0,68 Log10 

respectivamente em relação ao controle. A maior inibição de estreptococos nessa 

amostra de biofilme microcosmo ocorreu no grupo FTC+L+, que alcançou redução de 

2,9 Log10 (figura 12B). 

Para a contagem de estreptococos do grupo mutans, os grupos controles e o 

grupo AM+L- obtiveram um crescimento médio de 7,7 Log10. Os grupos AM+L+ e 

FTC+L- apresentaram reduções do crescimento microbiano de 1,6 Log10 em relação 

ao controle. A TFDa mediada pelo FTC foi capaz novamente de inibir 100% do 

crescimento de estreptococos do grupo mutans (figura 12C). 

Na contagem de lactobacilos, os grupos controles e o grupo AM+L- 

apresentaram uma média de crescimento de 7,3 Log10. O grupo FTC+L- inibiu 0,2 

Log10, o grupo AM+L+ 0,5 Log10 e o grupo FTC+L+ a redução foi de 3,2 Log10, todos 

comparados ao controle (figura 12D). 

A amostra 2 apresentou crescimento de leveduras, que foi de 9,3 Log10 nos 

grupos controles e o grupo AM+L-. O grupo FTC+L-, apresentou uma redução de 0,2 

Log10, já os grupos tratados com a TFDa utilizando o AM e o FTC alcançaram uma 

redução do crescimento de leveduras de aproximadamente 3,3 Log10 (figura 12E).  
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Figura 12- Dados de unidade formadoras de colônias (UFC log 10) obtidos no biofilme 

microcosmo formados a partir da amostra 2 

 

 

Legenda: A) contagem de UFC/mL em meio BHI para contagem totais de microrganismos; B) contagem 
de UFC/mL em meio MS para contagem de Streptococcus spp.; C) contagem em meio MSBS para 
contagem de de Estreptococos do grupo mutans; D) contagem de UFC/mL em meio Rogosa para 
contagem de Lactobacillus; E) contagem de UFC/mL em meio Sabouraud para contagem de 
Leveduras. Grupo controle na ausência de luz (F-L-); Grupo controle com presença de luz (F-L+); Grupo 
Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); Grupo TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo 
Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+). Letras 
diferentes representam diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.5.1.4 Contagem de UFC do biofilme microcosmo da amostra 3 

 

 

Na contagem total de microrganismos da amostra 3, os grupos controles e o 

grupo AM+L- demonstraram um crescimento microbiano médio de 10,3 Log10. Os 

grupos AM+L+ e FTC+L- apresentaram uma inibição no crescimento de 0,35 Log10. 
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O grupo FTC+L+ obteve uma redução de 3,4 Log10 (figura 13A). 

Nos grupos controles e o grupo AM+L- o crescimento médio foi de 8,2 Log10 

na contagem de estreptococos. Nos grupos AM+L+ e FTC+L- as reduções foram de 

2 e 1,9 Log10 respectivamente. O grupo FTC+L+ apresentou inibição de 2,8 Log10 

em relação ao controle (figura 13B). 

Ao analisar o ágar MSBS para contagem de estreptococos do grupo mutans, 

foi possível notar que não houve diferenças estatísticas significativas nos grupos 

controles e AM+L-, cujo crescimento microbiano foi de 7,6 Log10. Os grupos AM+L+ 

e FTC+L- obtiveram uma redução média de 0,9 Log10 em relação ao grupo controle. 

A maior atividade antimicrobiana ocorreu no grupo FTC+L+ cuja inibição foi de 6 

Log10 (figura 13C). 

Na contagem de lactobacilos, não houve diferenças estatísticas significativas 

entre os grupos controles, AM+L- e FTC+L-, onde o crescimento médio de 8,8 Log10. 

A atividade antimicrobiana esteve presente quando utilizado a TFDa, com inibição de 

0,3 Log10 no grupo AM+L+ e de 3,3 Log10 no grupo FTC+L+ (figura 13D). 

Na contagem de leveduras, houve um comportamento semelhante dos grupos 

controle e grupos tratados na ausência de luz (AM+L- e FTC+L-) com um crescimento 

médio de 9,3 Log10. Os grupos AM+L+ e FTC+L+ resultaram em uma atividade 

antimicrobiana semelhante, com 1,9 e 1,8 Log10 de redução respectivamente (figura 

13E). 
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Figura 13- Dados de unidade formadoras de colônias (UFC log 10) obtidos no biofilme 

microcosmo formados a partir da amostra 3 

 

 

Legenda: A) contagem de UFC/mL em meio BHI para contagem totais de microrganismos; B) contagem 
de UFC/mL em meio MS para contagem de Streptococcus spp.; C) contagem em meio MSBS para 
contagem de de Estreptococos do grupo mutans; D) contagem de UFC/mL em meio Rogosa para 
contagem de Lactobacillus; E) contagem de UFC/mL em meio Sabouraud para contagem de 
Leveduras. Grupo controle na ausência de luz (F-L-); Grupo controle com presença de luz (F-L+); Grupo 
Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); Grupo TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo 
Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+). Letras 
diferentes representam diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.5.2 Análise dos biofilmes pela produção de ácido lático 

 

 

Foi realizado o teste de produção de ácido lático em cada uma das amostras 

(1, 2 e 3) com todos os grupos de estudo. 
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Os grupos controles e os grupos AM+L- e FTC+L+ da amostra 1 demonstraram 

uma média de 1,9 U/L de ácido lático. As reduções estatisticamente significativas 

ficaram para os biofilmes quando tratados com a TFDa, sendo 0,9 U/L para o grupo 

AM+L+ e 1,2 U/L para o grupo FTC+L+ (figura 14). 

 

 

Figura 14- Avaliação da Produção de ácido lático (U/L) dos biofilmes microcosmos da 

amostra 1 após os tratamentos 

 

 

Legenda: Grupo controle na ausência de luz (F-L-); Grupo controle com presença de luz (F-L+); Grupo 
Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); Grupo TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo 
Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+). Letras 
diferentes representam diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

No biofilme microcosmo da amostra 2, a produção de ácido lático nos grupos 

controles, AM+L- e FTC+L-, foi em média de 2,9 U/L. Novamente, a TFDa foi capaz 

de reduzir a produção de ácido lático, sendo que o grupo AM+L+ reduziu 1,1 U/L e o 

grupo FTC+L+ em 1,8 U/L (figura 15). 
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Figura 15- Avaliação da Produção de ácido lático (U/L) dos biofilmes microcosmos da 

amostra 2 após os tratamentos 

 

 

Legenda: Grupo controle na ausência de luz (F-L-); Grupo controle com presença de luz (F-L+); Grupo 
Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); Grupo TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo 
Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+). Letras 
diferentes representam diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Ao analisar a produção de ácido lático do biofilme microcosmo da amostra 3, 

a produção média nos grupos controles, AM+L- e FTC+L- foi de 3,8 U/L. Os grupos 

com a TFDa apresentaram uma inibição de 0,9 U/L da produção de ácido lático em 

relação ao grupo controle. Diferentemente das outras amostras, na amostra 3 os 

grupos AM+L+ e FTC+L+ não apresentaram diferença estatística significante entre si 

(figura 16).  
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Figura 16- Avaliação da Produção de ácido lático (U/L) dos biofilmes microcosmos da 

amostra 2 após os tratamentos 

 

 

 

Legenda: Grupo controle na ausência de luz (F-L-); Grupo controle com presença de luz (F-L+); Grupo 
Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); Grupo TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo 
Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+). Letras 
diferentes representam diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.5.3 Análise dos biofilmes microcosmos por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

 

 

Foram realizadas imagens de MEV dos biofilmes microcosmos das 3 amostras. 

A partir de todas as amostras, foi possível observar a formação dos biofilmes 

microcosmos sobre a superfície de corpos-de-prova de dentina bovina. As imagens 

microscópicas demonstraram que a estrutura e complexidade dos biofilmes variaram 

entre elas, assim como entre os grupos experimentais estudados. Para obtenção das 

imagens foram padronizados 3 aumentos de observação (3, 5 e 10 Kx) em regiões 

diferentes dos corpos-de-prova. 
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1.5.3.1 Imagens de MEV do biofilme formado pela amostra 1 
 

 

Começando pelo menor aumento (3Kx) das imagens de MEV da amostra 1, já 

é possível observar a diferença entre os grupos tratados e controles. O grupo controle 

irradiado (F-L+) apresentou um biofilme denso e compacto, com estrutura 

tridimensional complexa, formado por grandes quantidades de microrganismos 

coagregados e entrelaçados. Esses biofilmes recobriram toda a estrutura da dentina, 

impossibilitando assim a visualização da superfície dentinária. Por outro lado, os 

grupos tratados com TFDa (AM+L+ e FTC+L+) mostraram a presença de um biofilme 

menos denso e com menor quantidade de microrganismos, o que possibilitou a 

visualização da superfície da dentina e dos túbulos dentinários. Nesses grupos 

tratados, a TFDa com azul de metileno (AM+L+) ainda é possível observar a formação 

de algumas aglomerações microbianas, enquanto a TFDa com FTC (FTC+L+) é 

possível visualizar apenas a aderência de microrganismos isolados (figura 17). 

 

 

Figura 17- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo 

(aumento de 3 Kx) da amostra 1 

 

 

Legenda: Imagens no aumento de 3 Kx. A) Grupo controle com presença de luz (F-L+); B) Grupo TFDa 
com Azul de Metileno (AM+L+); C) Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Em relação aos grupos não irradiados (F-L-, AM+L- e FTC+L-), em um aumento 

de 5 Kx, é possível observar que todos apresentaram um biofilme estruturado 

característico de biofilme microcosmo. Os grupos F-L- e AM+L- exibem um biofilme 

denso recobrindo toda a superfície da dentina, não sendo facil observar diferenças na 

estrutura dos biofilmes entre esses dois grupos. Porém, o grupo FTC+L- demonstra 

um biofilme menos estruturado e sem recobrimento contínuo da superfície dentária, 

sugerindo uma citotoxicidade no escuro do FTC (figura 18). 

 

 

Figura 18- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

5 Kx) da amostra 1 

 

 

Legenda: Imagens com 5 Kx de aumento. A) Grupo controle na ausência de luz (F-L-); B) Grupo Azul 
de Metileno na ausência de luz (AM+L-); C) Grupo Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-);  
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Em análises em aumento maior 10 Kx, foi possível observar as diferenças 

morfológicas dos microrganismos, indicando a presença de células bacterianas em 

formas de cocos, cocobacilos, bastonetes com extremidades retas, bacilos fusiformes 

e bacilos filamentosos, evidenciando assim a diversidade microbiana de um biofilme 

microcosmo cariogênico. Nos grupos controles F-L-, F-L+ e AM+L-, todas essas 

morfologias estavam presentes formando uma estrutura tridimensional altamente 

complexa. No grupo FTC+L-, os biofilmes ainda se encontravam bem estruturados, 

entretanto, de uma forma reduzida quando comparado aos grupos já citados. Nos 
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grupos tratados com TFDa (AM+L+ e FTC+L+), a redução dos biofilmes tornou-se 

bastante evidente, principalmente no grupo da TFDa com FTC (FTC+L+) (figura 19). 

 

 

Figura 19- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

10 Kx) da amostra 1 

 

 

Legenda: Imagens com 10 Kx de aumento. A) Grupo controle na ausência de luz (F-L-); B) Grupo 
controle com presença de luz (F-L+); C) Grupo Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); D) Grupo 
TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); E) Grupo Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); F) Grupo 
TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.5.3.2 Imagens de MEV do biofilme formado pela amostra 2 
 

 

Nas imagens obtidas da amostra 2 em menores aumentos 3 e 5 Kx, os grupos 

controles F-L- e F-L+ e o grupo AM+L- apresentam biofilme característico dos 

microcosmos, bem estruturado e com uma variedade de bactérias, sendo possível 
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observar bacilos e cocos. A TFDa com AM levou a redução do biofilme, demonstrando 

espaços livres de bactérias na superfície dentinária. Assim como na amostra 1, o 

grupo FTC+L- apresentou uma intensa desagregação dos microrganismos (Figuras 

20 e 21). 

 

 

Figura 20- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

3 Kx) da amostra 2 

 

 

Legenda: Imagens no aumento de 3 Kx. A) Grupo controle com presença de luz (F-L+); B) Grupo TFDa 
com Azul de Metileno (AM+L+); C) Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 21- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

5 Kx) da amostra 2 

 

 

Legenda: Imagens com 5 Kx de aumento. A) Grupo controle na ausência de luz (F-L-); B) Grupo 
controle com presença de luz (F-L+); C) Grupo Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); D) Grupo 
TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); E) Grupo Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); F) Grupo 
TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

As imagens em maiores aumentos (10 Kx) confirmaram os resultados obtidos, 

possibilitando identificar as formas bacterianas em maiores detalhes, observando-se 

assim cocos, cocobacilos, bastonetes com extremidades retas, bacilos fusiformes e 

bacilos filamentosos. Nos grupos tratados com TFDa a redução do biofilme expôs a 

superfície dentinária, exibindo os túbulos dentinários, que em algumas imagens 

apresentaram bactérias em seu interior (figura 22).  
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Figura 22- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

10 Kx) da amostra 2 

 

 

Legenda: Imagens com 10 Kx de aumento. A) Grupo controle na ausência de luz (F-L-); B) Grupo 
controle com presença de luz (F-L+); C) Grupo Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); D) Grupo 
TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); E) Grupo Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); F) Grupo 
TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.5.3.3 Imagens de MEV do biofilme formado pela amostra 3 
 

 

As imagens obtidas da amostra 3, em menor aumento (3 Kx), demonstraram a 

formação de biofilmes microcosmos em diferentes proporções sobre a superfície da 

dentina em todos os grupos experimentais. O grupo controle (F-L+) apresentou uma 

massa densa com a presença de inúmeros microrganismos aglomerados, cobrindo o 
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corpo-de-prova quase por completo. Já nos grupos tratados com TFDa por AM ou 

FTC, é de fácil visualização a redução dessa estrutura do biofilme. O grupo com 

AM+L+ obteve uma redução na quantidade de microrganismos, mas ainda apresentou 

áreas de aglomerados em estrutura tridimensional. Já no grupo FTC+L+, a redução 

microbiana foi mais intensa, sendo possível observar microrganismos isolados (figura 

23).  

 

 

Figura 23- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

3 Kx) da amostra 3 

 

 

Legenda: Imagens no aumento de 3Kx. A) Grupo controle com presença de luz (F-L+); B) Grupo TFDa 
com Azul de Metileno (AM+L+); C) Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Nos aumentos de 5 e 10 Kx, além de observar as diferenças na massa dos 

biofilmes entre os grupos controles e tratados, foi possível verificar a morfologia das 

células microbianas. Os grupos F-L-, F-L+, AM+L- e FTC+L- apresentam um biofilme 

característico de microcosmo, com estrutura tridimensional e uma variedade de 

bactérias, sendo possível observar bacilos, cocos e a matriz extracelular. O grupo 

TFDa com AM+L- apresentou redução na biomassa, mas ainda manteve muitos 

microrganismos aglomerados. Interessantemente, o grupo FTC+L- apresentou um 

biofilme desagregado, com menor número de bactérias, que se encontraram isoladas, 

possibilitando a observação de cocos em cadeias e bacilos (Figuras 24 e 25).  
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Figura 24- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

5 Kx) da amostra 3 

 

 

Legenda: Imagens com 5 Kx de aumento. A) Grupo controle na ausência de luz (F-L-); B) Grupo 
controle com presença de luz (F-L+); C) Grupo Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); D) Grupo 
TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); E) Grupo Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); F) Grupo 
TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 25- Imagens de MEV da superfície de dentina com biofilme microcosmo (aumento de 

10 Kx) da amostra 3 

 

 

Legenda: Imagens com 10Kx de aumento. A) Grupo controle na ausência de luz (F-L-); B) Grupo 
controle com presença de luz (F-L+); C) Grupo Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); D) Grupo 
TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); E) Grupo Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); F) Grupo 
TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

1.5.4 Quantificação da biomassa dos biofilmes microcosmos 
 

 

Os resultados de biomassa obtidos nas amostras 1, 2 e 3 estão apresentados 

na figura 26. Nesse experimento, foi possível observar que os grupos F-L- e F-L+ 

apresentaram DO média de aproximadamente 2,5 entre todas as amostras. Nos 

grupos FTC+L- e AM+L- houve uma diminuição na média da biomassa, porém sem 

diferenças estatísticas em relação aos controles sem luz. Já no grupo TFDa com AM 
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(AM+L+), as amostras 1, 2 e 3 exibiram reduções de biomassa estatisticamente 

significante em relação aos controles, com DO de 1,0 a 1,5. O grupo FTC+L+ foi o que 

alcançou as reduções mais intensas de biomassa, demonstrando valores de DO até 

inferior a 1,0 

 

 

Figura 26- Médias e desvio-padrão dos dados de densidade óptica obtidos na 

quantificação de biomassa dos biofilmes microcosmos 

 

 

Legenda: Grupo controle na ausência de luz (F-L-); Grupo controle com presença de luz (F-L+); Grupo 
Azul de Metileno na ausência de luz (AM+L-); Grupo TFDa com Azul de Metileno (AM+L+); Grupo 
Fotoenticine® na ausência de luz (FTC+L-); Grupo TFDa com Fotoenticine® (FTC+L+).  
Fonte: Elaborado pela autora. 
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1.6 DISCUSSÃO  
 

 

Biofilmes cariogênicos são ecossistemas ativos e complexos ricos em ácidos 

orgânicos (Mosaddad et al., 2019), que formam uma organização espacial e ordenada 

de comunidades microbianas nas superfícies dos dentes (Kim, Koo, 2020). As 

superfícies dentárias e o desenvolvimento de lesões de cárie proporcionam diferentes 

microambientes que permitem a colonização de diversos tipos de microrganismos, em 

quantidades e composições que variam  de acordo com o estágio de cárie (Bhaumik 

et al., 2021; de Jesus et al., 2021). Além disso, vários fatores individuais podem 

influenciar a diversidade do biofilme, como a dieta do hospedeiro, hábitos de higiene 

bucal, morfologia dos dentes, composição da saliva e discrepâncias no sistema 

imunológico (Astasov-Frauenhoffer, Kulik, 2020). Considerando as variações nos 

biofilmes cariogênicos entre diferentes indivíduos, neste estudo coletamos amostras 

de três pacientes com cárie de dentina para formar biofilmes microcosmos in vitro e 

investigar o potencial da TFDa mediada por FTC ou AM para o controle da cárie 

dentária. 

O biofilme microcosmo obtido do paciente 3 apresentou a maior contagem de 

microrganismos totais de 10,31 Log10, seguido pelos pacientes 2 de 8,09 Log10 e 1 

de 7,21 Log10. Nos três pacientes analisados, os resultados foram superiores aos 

encontrados por Méndez et al. (2018), que obtiveram uma contagem microbiana total 

de aproximadamente 6,5 Log10 nos biofilmes microcosmos de cárie de dentina de 

crianças. Possivelmente, essas diferenças podem ser atribuídas à idade dos 

pacientes, pois em nosso estudo foram incluídos apenas adultos. No entanto, Rudney 

et al. (2012) não observaram diferenças na quantidade de microrganismos entre 

pacientes adultos e pediátricos quando biofilmes microcosmos foram formados a partir 

de saliva ou biofilme dental. A contagem microbiana total variou de 8 a 10 Log10, 

independentemente da fonte de inóculo. Embora a quantidade de microrganismos 

formados em biofilmes microcosmos possa variar dependendo do estudo na literatura, 

é evidente que o modelo de microcosmos é capaz de fornecer biofilmes densos que 

podem ser úteis para muitos estudos in vitro. 

Neste estudo, os biofilmes microcosmos de todos os pacientes foram 

compostos por estreptococos, estreptococos do grupo mutans e lactobacilos. Além 
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disso, os biofilmes microcosmos dos pacientes 2 e 3 também apresentaram leveduras. 

De fato, a cárie está intimamente associada a altas contagens de estreptococos 

(particularmente Streptococcus mutans), lactobacilos e leveduras do gênero Candida 

(Chen et al., 2021; Klinke et al., 2014). Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. exibem 

propriedades especiais que os tornam bactérias cariogênicas, incluindo a capacidade 

de aderir às superfícies dentárias, produzir uma grande quantidade de ácidos a partir 

de açúcares fermentáveis e sobreviver em um ambiente ácido (Meyer et al., 2021). 

Candida spp. têm sido frequentemente isoladas de lesões de cárie dentária e também 

apresentam propriedades acidogênicas e acidúricas. A presença de C. albicans em 

biofilmes cariogênicos parece aumentar a virulência de S. mutans e, 

consequentemente, a gravidade da cárie dentária (Alkhars et al., 2022; Zhang et al., 

2020). Muitos outros gêneros bacterianos também têm sido associados aos biofilmes 

cariogênicos, como Actionomyces, Bifidobacterium, Veilonella, Prevotella (Chen et al., 

2021; Meyer et al., 2021) e, mais recentemente, Scardovia (Chen et al., 2021). No 

entanto, o presente estudo limitou-se à identificação de estreptococos, estreptococos 

do grupo mutans, lactobacilos e leveduras nos biofilmes microcosmos. Portanto, 

estudos adicionais com foco em outros grupos microrganismos são necessários, 

principalmente estudos com análises moleculares. 

A contagem de células viáveis nos biofilmes microcosmos dos pacientes 

variaram de 5 a 8 Log10 para estreptococos, 5 a 7 Log10 para estreptococos do grupo 

mutans, 7 a 8 Log10 para lactobacilos e 0 a 9 Log10 para leveduras. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Vertuan et al. (2021), Frazão Câmara et al. 

(2021), e Méndez et al. (2018), que obtiveram contagens bacterianas entre 6 a 7 

Log10 para estreptococos, 5 a 7 Log10 para estreptococos mutans e 6 a 7 Log10 para 

lactobacilos em biofilmes microcosmos de amostras orais. No entanto, esses autores 

não investigaram a presença de leveduras nos biofilmes microcosmos formados em 

seus estudos. 

Quando a TFDa mediada por FTC foi aplicada nos biofilmes microcosmos, o 

número de células viáveis de todos os grupos microbianos estudados diminuiu 

significativamente. Em geral, os biofilmes microcosmos dos pacientes apresentaram 

reduções entre 2,1 a 2,8 Log10 para estreptococos, 6,0 Log10 até inibição total para 

estreptococos do grupo mutans, 1,8 a 3,2 Log10 para lactobacilos e 1,7 a 3,2 Log10 

para leveduras após o tratamento da TFDa com FTC e de 1,2 a 2 Log10 para 
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contagem total, 0,7 a 0,9 Log10 para estreptococos, 0,3 a 0,5 Log10 para lactobacilos 

e 1,8 a 3,3 Log10 para leveduras. Curiosamente, os efeitos antimicrobianos do FTC 

observados em nosso estudo foram mais pronunciados do que outros 

fotossensibilizadores citados na literatura. Utilizando biofilmes microcosmos de cárie 

de dentina de pacientes, alguns autores encontraram reduções microbianas de 1,5, 

1,3 e 1,9 Log10 com o fotossensibilizador azul de metileno (Méndez et al., 2018b) e 

1,5, 1,7 e 2,3 Log10 quando a curcumina foi usada como fotossensibilizador 

(Cusicanqui Méndez et al., 2018; Méndez et al., 2018b). Provavelmente, a maior 

atividade fotodinâmica do FTC possa estar relacionada às cargas positivas das 

clorinas, ação predominantemente via mecanismo tipo II com rendimentos quânticos 

de oxigênio singleto de 0,5 a 0,8 (Cieplik et al., 2018) e alta capacidade de penetração 

nas células bacterianas (Hu et al., 2018; Nie et al., 2020). 

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a investigar os efeitos da TFDa 

mediada por FTC em biofilmes microcosmos. Até agora, este novo fotossensibilizador 

foi estudado em biofilmes monoespécies formados por S. mutans. Terra-Garcia et al., 

(2021) aplicaram a TFDa mediada por FTC em biofilmes de S. mutans formados pela 

cepa ATCC UA159 ou cepas clínicas isoladas de cárie dentária, verificando-se 

reduções microbianas entre 5 a 6 Log10 para as cepas clínicas e inibição total para a 

cepa ATCC. Usando um fotossensibilizador similar, também derivado da clorina-e6, 

Nie et al. (2020) encontraram uma redução bacteriana de 5 a 6 Log10 de S. mutans 

(UA159) em biofilmes monoespécies tratados com TFDa. De forma promissora, os 

resultados do presente estudo em modelos microcosmos demostraram que S. mutans 

permaneceu suscetível à TFDa mediada por FTC mesmo quando associado à um 

biofilme polimicrobiano complexo. 

Além de permanecerem suscetíveis à TFDa mediada por FTC em biofilmes 

microcosmos, os estreptococos do grupo mutans foram os microrganismos mais 

suscetíveis a esta terapia, sendo totalmente erradicados nos biofilmes microcosmos 

dos pacientes 1 e 2. Em relação ao biofilme do paciente 3, os estreptococos do grupo 

mutans foram também mais suscetíveis à TFDa do que lactobacilos e leveduras. Nós 

hipotetizamos que a maior suscetibilidade de S. mutans à TFDa mediada por FTC 

possa estar associada à taxa de crescimento, composição celular microbiana ou 

organização espacial dos biofilmes. As taxas de crescimento e os tempos de geração 

de células de S. mutans são mais elevados do que as células de Lactobacillus (Llena 
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et al., 2019), o que poderia influenciar a estrutura e permeabilidade da membrana 

celular. A composição celular de bactérias e leveduras também é considerada um fator 

importante na suscetibilidade à TFDa. Devido à presença de uma parede celular com 

camada porosa de peptidoglicano, bactérias Gram-positivas como S. mutans são mais 

suscetíveis à TFDa do que células fúngicas como Candida spp. que apresentam uma 

parede celular de quitina com uma camada menos porosa de beta-glucana (K. Sharma 

et al., 2012). Além disso, a organização espacial das células de S. mutans com outros 

microrganismos em biofilmes polimicrobianos pode afetar sua suscetibilidade a 

tratamentos antimicrobianos (Kim et al., 2020). Usando biofilmes mistos de duas 

espécies, estudos anteriores mostraram que S. mutans utilizam células de Candida 

como suporte para sua adesão (Barbosa et al., 2016; Metwalli et al., 2013). Segundo 

esses autores, as células de S. mutans têm afinidade pelas hifas de C. albicans, 

aparecendo posicionadas sobre a superfície das hifas em imagens de MEV (Barbosa 

et al., 2016; Metwalli et al., 2013). Este fato pode deixar o S. mutans mais exposto à 

ação da TFDa. No entanto, estudos futuros são necessários para desvendar a 

estrutura espacial dos biofilmes cariogênicos e desenvolver terapias voltadas para as 

infecções polimicrobianas (Kim, Koo, 2020). 

A análise de MEV realizada no presente estudo confirmou a capacidade dos 

biofilmes microcosmos em reproduzir o microbioma da cárie dentária. Os biofilmes 

dos grupos não tratados apresentaram uma estrutura formada por comunidades 

heterogêneas e complexas embebidas em uma matriz extracelular. A TFDa mediada 

por ambos os fotossensibilizadores foi capaz de diminuir o número de células 

microbianas e desagregar a estrutura do biofilme, expondo a superfície dentinária, 

entretanto é notório a maior ação na eliminação e desagregação de biofilme tratado 

pela TFDa com FTC. Em um artigo de revisão, Hu et al. (2018) relataram que a TFDa 

não apenas mata as células bacterianas e fúngicas presentes nos biofilmes, mas as 

ROS geradas podem concomitantemente degradar a estrutura da matriz por atacar 

várias biomoléculas. Durante a reação de TFDa, a explosão de ROS causa dano 

oxidativo em múltiplos alvos, como aminoácidos, ácidos nucleicos, lipídios, etc. 

Portanto, a TFDa pode desagregar os biofilmes por uma ação sinérgica nas células 

microbianas e na matriz extracelular. Esses fatores tornam a TFDa uma abordagem 

atraente para infecções crônicas por biofilme (Hu et al., 2018). 
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Uma vez que a produção de ácidos orgânicos por células microbianas em 

biofilmes é um determinante do desenvolvimento de cárie dentária (Meyer et al., 

2021), neste estudo também avaliamos a influência da TFDa na acidogenicidade dos 

biofilmes. A TFDa causou uma redução substancial na produção de ácido lático para 

os três biofilmes analisados neste estudo, provavelmente como consequência da 

diminuição do número de bactérias acidogênicas. Por outro lado, Cusicanqui Méndez 

et al. (2018); e Méndez et al. (2018) não observaram reduções na produção de ácido 

lático quando os biofilmes microcosmos de dentina foram tratados com TFDa mediada 

por azul de metileno (Méndez et al., 2018b) ou curcumina (Cusicanqui Méndez et al., 

2018). Esses autores não encontraram correlações entre as reduções na contagem 

de UFC e a produção de ácido lático, levantando a hipótese de que as células 

sobreviventes à TFDa poderiam ter aumentado sua capacidade de produção de ácido, 

o que resultou na manutenção da acidogenicidade dos biofilmes. No entanto, 

pensamos que as reduções bacterianas causadas pela TFDa encontrado por esses 

autores podem não ter sido suficientes para resultar em uma diminuição na produção 

de ácido porque as reduções de UFC foram menores do que as reduções microbianas 

encontradas em nosso estudo. 
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1.7 CONCLUSÃO 

 

Concluímos que a TFDa foi eficaz contra biofilmes microcosmos, 

principalmente à TFDa mediada por FTC, que levou a reduções mais significativas 

nos microrganismos totais, estreptococos, estreptococos do grupo mutans, 

lactobacilos e leveduras do que o AM. Os estreptococos do grupo mutans foram os 

microrganismos mais suscetíveis à TFDa mediada por FTC, apresentando 

erradicação total após esta terapia. Além disso, a TFDa foi capaz de desagregar a 

estrutura do biofilme e reduzir a concentração de ácido lático. Portanto, o FTC pode 

ser um fotossensibilizador promissor para TFDa direcionada ao controle de biofilmes 

cariogênicos e cárie dentária. 
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2 NOVAS ESTRATÉGIAS TERAPÊUTICAS PARA O CONTROLE DE BIOFILMES 

ORAIS: sistema carreador de antimicrobianos 

 

 
2.1 INTRODUÇÃO 
 
 

A candidose bucal é uma infecção fúngica causada por leveduras do gênero 

Candida, principalmente a espécie C. albicans (Nouraei et al., 2020; Quindós et al., 

2019). O desenvolvimento da candidose depende dos fatores de virulência das 

espécies de Candida e do estado imunológico do hospedeiro. Entre os fatores de 

virulência de C. albicans, estão a presença de adesinas, formação de hifas, produção 

de enzimas histolíticas e formação de biofilmes. Quando em condições de debilidade 

do sistema imunológico, esse fungo oportunista multiplica-se, rapidamente, na 

cavidade bucal e consegue penetrar nos tecidos epiteliais, causando diferentes 

manifestações clínicas. Desse modo, a candidose bucal ocorre principalmente em 

indivíduos idosos e pacientes imunocomprometidos.  

A falta ou ineficácia de tratamento das infecções por Candida pode trazer 

riscos ao paciente, como o desenvolvimento de infecções sistêmicas (Hellstein, 

Marek, 2019; Kadry et al., 2018). O uso indiscriminado de medicamentos nas últimas 

décadas, levou ao surgimento de cepas de Candida resistentes aos antifúngicos 

disponíveis, resultando em dificuldades no tratamento desses pacientes e em altas 

taxas de recorrência (Mundula et al., 2019). Além disso, esses fármacos apresentam 

vários efeitos colaterais ao paciente, principalmente nefrotoxicidade e hepatoxicidade, 

o que acaba trazendo sofrimento ao paciente e algumas vezes necessidade de 

interrupção da terapia. Diante desse cenário atual, descrita como era pós-

antimicrobiana, o desenvolvimento de novos fármacos torna-se uma emergência de 

saúde pública e uma das prioridades da Organização Mundial de Saúde (OMS) (Lee 

et al., 2021). 

O Ester fenetil do ácido caféico, do inglês caffeic acid phenethyl ester (CAPE), 

é um composto bioativo derivado da própolis, que tem se apresentado como um 

possível agente antifúngico. Estudos prévios demonstraram que esse fármaco possui 

atividade anti-inflamatória (Olgierd et al., 2021), antioxidante (Wan et al., 2019), 

antimicrobiana (Barros et al., 2021), imunomodulátoria e cicatrizante (Zaitone et al., 
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2019). Entretanto, do ponto de vista clínico, sua forma de aplicação ainda é limitada, 

sendo necessário o desenvolvimento de formulações eficazes para sua aplicação 

tópica sobre infecções localizadas, como a candidose bucal.  

O uso de biomateriais como carreadores de fármacos mostra-se promissor para 

o tratamento de infecções localizadas, por possibilitar um sistema de liberação 

controlada de concentrações específicas do fármaco no local da infecção, 

minimizando a possibilidade do desenvolvimento de resistência microbiana, uma vez 

que evita a necessidade do uso sistêmico de medicamentos. Nas últimas décadas, 

diferentes tipos de biomateriais têm sido empregados no desenvolvimento de 

sistemas carreadores de fármacos (Shukla et al., 2012, 2011; Zhang et al., 2008), 

como o gellan gum que vem sendo utilizado para carrear fármacos voltados para 

infecções oftalmológicas, vaginal, nasal e oral. 

Diante do exposto, o segundo estudo desse trabalho teve como objetivo 

investigar o gellan gum como possível biomaterial para carreamento do Ester fenetil 

do Ácido Caféico contra células e biofilmes de C. albicans.  
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2.2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.2.1 Candidose bucal e biofilmes de Candida spp. 
 

 

Candida é um fungo comensal e oportunista, que quando em ambiente 

disbiótico pode causar doenças locais ou sistêmicas (Kadosh, 2019; Quindós et al., 

2019). Candidose é o termo utilizado para as infecções por Candida spp.. Essa 

denominação é ampla e se refere a qualquer tipo de infecção causada por esse gênero 

(Pappas et al., 2018). Infecções por Candida são muito frequentes na cavidade bucal 

e, atualmente, também, estão entre as infecções mais prevalentes em pacientes em 

unidade de terapia intensiva (Mba, Nweze, 2020). O gênero Candida abrange mais de 

200 espécies, mas somente algumas foram isoladas de infecções humanas (Hellstein, 

Marek, 2019). C. albicans é a espécie mais comumente encontrada em infecções 

bucais, mas outras espécies como Candida glabrata, Candida krusei, Candida 

tropicalis e Candida dublinienses também são encontradas na cavidade bucal (Silva 

et al., 2011). 

A patogenicidade das espécies de Candida envolve diversos mecanismos e 

vias. Sua capacidade de transição morfológica de levedura comensal para forma 

invasiva de hifa é crucial no momento de driblar o sistema imune do hospedeiro 

(Kadosh, 2019). Essas duas formas são independentes e possuem funções distintas. 

As leveduras são responsáveis pela disseminação, já a penetração no tecido é função 

das hifas (Lim et al., 2012; Zhang et al., 2016). Para a adesão das células fúngicas ao 

tecido do hospedeiro é necessário que ocorra interações físico-químicas e liberação 

de exoenzimas, como fosfolipases e proteinases (Nouraei et al., 2020). 

Candida spp. também formam biofilmes nos tecidos, duros e moles, do 

hospedeiro. A aderência pode ser considerada a primeira etapa da formação de 

biofilme, seguida por proliferação celular, que resulta em um biofilme estruturado, 

espesso e tridimensional, contendo leveduras, hifas, pseudo-hifas e uma matriz 

extracelular composta por carboidratos, proteínas e hexosaminas. O biofilme formado 

e estruturado oferece proteção para Candida contra o sistema imune do hospedeiro, 

podendo ser de 30 a 200 vezes mais resistentes aos medicamentos do que as células 

fúngicas planctônicas. A matriz extracelular tem papel importante nessa proteção, já 
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que atua como uma barreira física dificultando a penetração do fármaco, além de 

ajudar a manter a estrutura desse biofilme (Gulati, Nobile, 2015; Nobile, Johson, 2015; 

Tournu, Van Dijck, 2012).  

As proteinases aspárticas secretadas (Sap) também são importantes na 

virulência de Candida spp., pois ao clivarem diferentes peptídeos do hospedeiro, 

podem levar o desequilíbrio da homeostase (Gow et al., 2017; Rapala-Kozik et al., 

2018). As Saps possuem uma família de 10 genes (Sap 1 a Sap 10), cujas funções 

variam dependendo da necessidade fúngica, podendo facilitar a entrada de nutrientes 

na célula do fungo, bloquear componentes do sistema complemento e levar à 

liberação de peptídeos pró-inflamatórios. Além disso, as Saps são fundamentais na 

adesão das células fúngicas às células epiteliais do hospedeiro e na evasão às células 

de defesa, pois são capazes de degradar substratos importantes como: albumina, 

imunoglobulina e proteínas da pele (Khan et al., 2020; Zawrotniak et al., 2017). 

Na cavidade bucal, a candidose é classificada de 4 formas clínicas: 

pseudomembranosa, eritematosa aguda, eritematosa crônica e hiperplásica (Lewis, 

Williams, 2017). Independentemente se a infecção é causada por C. albicans ou 

espécies não albicans, as manifestações clínicas das lesões são as mesmas (figura 

27) (Vila et al., 2015). Todas essas formas de infecções são oportunistas e se 

desenvolvem por um desequilíbrio da resposta imune do hospedeiro, podendo ser 

manifestado mais de um tipo de lesão ao mesmo tempo (Sultan et al., 2018). Baixa 

salivação, uso de prótese de forma inadequada, uso de medicações como corticoides 

e antibióticos, utilização de tabaco e alterações sistêmicas, são fatores cruciais para 

o favorecimento da candidose bucal (Hellstein, Marek, 2019). 

 

 

Figura 27- Manifestações bucais da candidose 

 

Legenda: A) candidose pseudomembranosa; B) candidose hiperplasica; C) candidose eritematosa 

Fonte: Adaptado do livro Patologia Oral e Maxilofacial de Neville Damm Allen Chi 
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Os fármacos antifúngicos são os medicamentos de escolha para tratamento 

das infecções por Candida, entretanto, diferente dos antibióticos, que tem ampla 

variedade, existem apenas três classes de antifúngicos para tratamento da candidose: 

os polienos, os azóis e as equinocandinas (Khan et al., 2020). Por um uso em 

abundância, a resistência a esses medicamentos é um problema de grande 

relevância. Essa escassez de classes antifúngicas se dá pela falta de alvos 

específicos nas células fúngicas, já que são eucarióticas assim como as células 

humanas. Desse modo, atualmente as pesquisas se empenham no desenvolvimento 

de novos antifúngicos, que tenham como alvo os fatores de virulência de Candida spp. 

(Romo et al., 2017). 

 

 

2.2.2 Ester fenetil do ácido caféico e gellan gum  
 

 

A diversidade de compostos farmacologicamente ativos que a natureza 

apresenta é imensa, estima-se que, aproximadamente 25% dos medicamentos 

modernos são, direta ou indiretamente, derivados de plantas (Pompilho et al., 2013). 

A ideia de utilizar plantas medicinais para tratamento de enfermidades não é 

inovadora, existem relatos desse tipo de conduta à milênios. Entretanto, com o avanço 

das pesquisas, está sendo possível melhorar as técnicas de síntese e aplicação 

desses compostos (Lv et al., 2021).  

A própolis é um produto vegetal, coletado das plantas e processado pelas 

abelhas, apesar de sua variação de acordo com a zona geográfica produzida, sua 

composição é basicamente uma mistura de resina com óleos essenciais, pólen e 

outros componentes orgânicos. Suas ações farmacológicas são muito utilizadas na 

medicina popular (Ara et al., 2006), mas seu uso integral deve ser feito com cautela, 

pois pode acarretar em algumas reações adversas, como problemas estomacais. 

Assim, estudos têm sido realizados para avaliar a ação dos compostos da própolis, e 

até o momento, mais de 300 foram identificados, sendo os compostos fenólicos os de 

maior abundância (Kurek-Górecka et al., 2014). 

Os compostos fenólicos são os metabólitos secundários mais abundantes das 

plantas, estando presentes em alimentos como: frutas, vegetais, azeitonas e 
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chocolate, ou seja, estão presentes diariamente na dieta humana (Dai, Mumper, 

2010). Esses compostos apresentam uma variedade estrutural e são divididos em: 

flavonoides, taninos e ácidos fenólicos, esse por sua vez, constituem um terço do total 

fenólico consumido em uma dieta. O ácido cafeico é proveniente dos ácidos fenólicos, 

e em sua maioria se apresenta na forma de éster (Rahman et al., 2022). 

O CAPE, foi identificado como um componente da própolis em 1987 e hoje é 

considerado um dos ingredientes bioativos mais promissores da própolis (Olgierd et 

al., 2021). Sua fórmula molecular é C17H16O4 (figura 28) e a presença do grupo 

hidroxila no anel catecol é responsável por muitas das suas atividades biológicas 

(Murtaza et al., 2014; Olgierd et al., 2021). A literatura mostra que a atividade 

antifúngica do CAPE contra C. albicans ocorre com concentrações inibitórias mínimas 

de 32 a 64 µg/mL (Barros et al., 2021). O CAPE comercial se apresenta como um pó 

cristalino e insolúvel em água, mas solúvel em etanol, metanol e dimetilsulfóxido 

(DMSO), nos quais sua solubilidade é em média 10 mg/mL. O CAPE apresenta como 

vantagens: proteção da ação de radicais livres e atividades imunomodulatória, anti-

inflamatória e antitumoral (Coleman et al., 2017; Tolba et al., 2016).  

 

 

Figura 28- Fórmula molecular do ester fenetil do ácido caféico (CAPE) 

 

Fonte Adaptado do CHemSpider Search and share chemistry. 

 

 

Apesar dos ótimos indícios da ação antifúngica do CAPE, sua administração 

via oral para possível tratamento da candidose bucal é questionável, pois sua 
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liberação, nesse caso, é sistêmica e imediata. Por isso, torna-se importante o 

desenvolvimento de sistemas carreadores de liberação lenta e localizada do CAPE. 

Nesse sentido, os hidrogéis são promissores, pois possuem um conjunto de 

características que os tornam excelentes biomateriais para liberação controlada de 

fármacos, sendo já explorados na dermatologia, cardiologia e oftalmologia (Mohamed 

et al., 2018). 

Dentre a classe dos hidrogéis, podemos destacar o gellan gum, que é um 

biopolímero natural produzido por membros do gênero bacteriano Sphingomonas, 

sendo formado por uma cadeia polimérica de unidades repetitivas de tetrasacarídeos 

de dois resíduos de D-glucose, um resíduo de L-rhamnose e um resíduo de D-

glucuronato (Leone et al., 2020), formando redes tridimensionais altamente 

hidratadas, o que favorece o carreamento de fármacos (Zhang et al., 2008). Apesar 

da facilidade do seu uso em formulações terapêuticas, o processo de encapsulamento 

do fármaco é minucioso, e mudanças no aquecimento, resfriamento ou valores de pH 

podem alterar suas cadeias poliméricas, gerando produtos não desejáveis (Maiti et 

al., 2011; Zhao and Wang, 2019). 

O gellan gum é um biopolímero de alta adaptabilidade, pois sua forma pode 

variar de fluída/viscosa até sólida/consistente como uma goma de mascar, além disso 

possui estabilidade em diferentes valores de pH (3,5 a 8). Essas características 

favorecem sua aplicação clínica, já que cada local de tratamento exige uma 

formulação específica. O que determina a consistência do gellan gum é a 

porcentagem do biopolímero na formulação, quanto maior, mais consistente o produto 

final será (Osmałek et al., 2014). A liberação do fármaco incorporado em sua estrutura 

está diretamente relacionada a sua consistência. Em formulações mais fluídas, a 

liberação tende a ser mais rápida e imediata, devido a sua trama tridimensional mais 

frouxa. Entretanto, formulações mais consistentes, que possuem a estrutura 

tridimensional mais rígida, levam a uma liberação lenta e contínua do produto (Chang 

et al., 2012; Osmałek et al., 2014). A liberação do fármaco pelo gellan gum não é 

influenciada por meios aquosos, pois esse hidrogél é capaz de absorver água e/ou 

fluídos biológicos sem se dissolver, e essa capacidade se mantem constante 

independentemente do pH do meio (Leone et al., 2020; Zhu et al., 2019).  

Diferente dos biopolímeros sintéticos, o gellan gum é ecológico e sustentável, 

e por isso está sendo amplamente estudado e utilizado. O uso comercial do gellan 
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gum é aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), sendo muito utilizado como 

aditivo alimentar (Maiti et al., 2011). Atualmente, a maior aplicação do gellan gum é 

feita pela indústria alimentícia, mas sua utilização também tem ganhado destaque na 

indústria biomédica (Bonifacio et al., 2018; Osmałek et al., 2014). Devido ao gellan 

gum não apresentar toxicidade ao ser humano, oferecer boa proteção ao fármaco 

encapsulado, possibilitar o preparo de formulações em diferentes consistências, exibir 

facilidade de administração e ter baixo custo (de Alvarenga et al., 2020; Osmałek et 

al., 2014), consideramos o gellan gum uma opção promissora como carreador do 

CAPE para uso terapêutico na cavidade bucal.  
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2.3 PROPOSIÇÃO 
 

 

2.3.1 Objetivos gerais 
 

 

 Avaliar a eficácia do gellan gum como carreador do antifúngico ester fenetil do 

ácido caféico (CAPE) contra C. albicans. 

 

 

2.3.2 Objetivos específicos 
 

 

a) incorporar o CAPE em diferentes formulações do gellan gum 

b) avaliar a liberação do CAPE nas diferentes formulações do gellan gum 

c) avaliar a ação antifúngica do CAPE incorporado ao gellan gum em culturas 

planctônicas e biofilmes de C. albicans 

d) investigar os efeitos do CAPE incorporado ao gellan gum sobre a atividade 

proteolítica de C. albicans 
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2.4 MATERIAIS E MÉTODOS  
 

 Para melhor entendimento das etapas desse estudo, a figura 29 representa um 

fluxograma com todos os testes realizados. 

 

Figura 29- Fluxograma do estudo dos efeitos do gellan gum como carreador de CAPE 

sobre C. albicans  

 

 

 

Legenda: Fluxograma das etapas experimentais do segundo estudo. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

2.4.1 Ativação do microrganismo 
 

 

 Para realização deste estudo, foram utilizadas duas cepas padrão de C. 

albicans (ATCC 18804 e SC5314) e uma cepa clínica de C. albicans (70) que é 

resistente ao fluconazol (isolada de candidose orofaríngea de paciente HIV positivo). 

As cepas estão mantidas no freezer -80°C no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia Bucal do Instituto de Ciência e Tecnologia de São José dos 

Campos/Unesp.  

Para ativação, esses microrganismos foram cultivados em ágar Sabouraud 

Dextrose (humedia Laboratories, Munbai, Índia) por 48 h a 37°C. Após esse período, 
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colônias isoladas foram transferidas para caldo YPD (1% de extrato de levedura, 2% 

de peptona e 2% de dextrose) e incubadas por 24 h a 37°C. Posteriormente, o 

crescimento foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min, o sobrenadante desprezado e o 

sedimento ressuspenso em PBS. Esse processo foi repetido duas vezes, então o 

número de células viáveis foi padronizado em câmara de Newbauer. 

 

 

2.4.2 Preparo do gellan gum e do CAPE 
 

 

 Para o preparo do CAPE (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) inicialmente o pó 

foi pesado e diluído em DMSO para uma solução mãe de 10.000 µg/mL, então a partir 

dessa solução foram feitas as demais diluições necessárias em água destilada. 

O gellan gum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), inicialmente, foi preparado 

em diferentes concentrações (0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1% p/v). Para isso, o pó de gellan 

gum foi adicionado em 45 mL de água destilada e agitado a 85-90°C até a dissolução 

completa, depois foi levado a autoclave para sua esterilização. Após a esterilização, 

quando a temperatura do gellan foi reduzida a 36°C, 2 mL de CAPE (em 

concentrações pré-determinadas) foi adicionado, e por fim 3 mL de CaCl2 (1 mM) foi 

adicionado para completar sua geleificação. 

 

 

2.4.3 Teste de concentração inibitória mínima  
 

 

 As cepas foram submetidas aos ensaios de microdiluição em caldo para 

determinar os valores de concentração inibitória mínima, do inglês Minimal Inhibitory 

Concentration (MIC), para o CAPE incorporado ao gellan gum e para o CAPE livre, 

seguindo a metodologia de  Barros et al., (2021), com algumas modificações. O CAPE 

incorporado em gellan gum ou isolado foram diluídos em RPMI sucessivamente em 

placas de 96 poços, então foram acrescentadas alíquotas de suspensões de C. 

albicans, previamente, padronizadas em 10³ células/mL. As placas foram incubadas 

a 37°C por 48h, então foi feita a leitura em espectrofotômetro (Epoch, Biotek 

Instruments, Winoosk, EUA). 
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2.4.4 Espectroscopia de absorção UV-Vis do CAPE e gellan gum 
 

 

Os espectros de absorção na região do Ultravioleta-Visível do CAPE, do gellan 

gum e da sua associação foram obtidos para construção das curvas de calibração e 

para a determinação da concentração do CAPE encapsulado no gellan gum. Para 

esse teste, o CAPE foi diluído em várias concentrações, de 512 a 0,0065 µg/mL, e 

então 100 µL de cada diluição foi colocado em placas de 96 poços específicas para 

leitura em UV (Corning, Nova York, EUA). Nessa parte do experimento, foi 

considerado um n=5. A placa foi levada para leitura em espectrofotômetro UV (Epoch, 

Biotek Instruments, Winoosk, EUA) na programação Scanning absortion para fazer a 

varredura de 240 a 700 nm, com espaçamento de 1 nm. Esse mesmo teste foi 

realizado com o gellan gum isolado e com o gellan gum associado ao CAPE, para se 

confirmar o comprimento de onda do pico de absorção do CAPE.  

 

 

2.4.5 Eficiência de encapsulamento 
 

 

Uma vez que o gellan gum e o CAPE não absorvem na mesma região, foi 

possível identificar e determinar a absorbância deles no comprimento de onda de 

absorção máxima para a construção da curva de calibração. Para isso, novamente 

100 µL de cada diluição do CAPE foram colocados em placas de 96 poços específicas 

para leitura em UV. A placa foi levada para leitura em espectrofotômetro UV (Epoch, 

Biotek Instruments, Winoosk, EUA), no comprimento de onda encontrado no teste 

anterior, assim foi obtida a equação da reta.  

 

 

2.4.6 Cinética de liberação 
 

 

 Por fim, foi realizado o teste de liberação do CAPE incorporado ao gellan gum. 

Para isso, foram adicionados 9 mL de PBS em tubos Falcon de 50 mL e sacos de 

biopsia de 0,2 mm de diâmetro (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) contendo 1 
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mL da formulação do CAPE em gellan gum. Esses tubos Falcon foram levados a 

agitação de 130 rpm. Então, alíquotas de 100 µL foram removidas e colocadas em 

placa UV de 96 poços (n=5) e levadas para leitura em espectrofotômetro. Após a 

retirada dessas alíquotas para análise, foi adicionado o mesmo volume de água, para 

ser mantido um volume fixo. 

 

 

2.4.7 Teste em culturas planctônicas de C. albicans  
 

 

 Inicialmente, as células de Candida foram padronizando em 10³ células/mL em 

caldo YNB com 0.2% de albumina, então em uma placa de 24 poços foi acrescentado 

1 mL da suspensão padronizada e 1 mL de PBS, CAPE ou a formulação, de acordo 

com cada grupo. As placas foram levadas em agitação de 90 rpm a 37°C. Alíquotas 

foram retiradas a cada 2 h em um período de 12 h, sendo diluídas e semeadas em 

placas de ágar Sabouraud. Após incubação a 37°C por 24 h, foi realizada a contagem 

de unidades formadoras de colônia (UFC/mL). 

 

 

2.4.8 Formação do biofilme de C. albicans 
 

 

 O biofilme foi crescido em placas de 24 poços. Para isso, 1 mL de suspensão 

de C. albicans previamente padronizada em 107 células/mL foi adicionado nos poços. 

As placas foram incubadas a 37°C em 90 rpm agitação por 90 min, para promover a 

adesão inicial. Após esse período, a suspensão foi aspirada e cada poço foi lavado 

duas vezes com PBS para remover as células fracamente aderidas. Então, foi 

adicionado 1 mL de YNB acrescido com 0,2% de albumina, e as placas foram 

incubadas a 37°C por 24 h. Após esse período, foi aspirado o sobrenadante e os poços 

foram lavados novamente com PBS, seguido pelo tratamento com PBS, CAPE ou as 

formulações de CAPE em gellan gum. O tratamento ficou em contato com os biofilmes 

por 2 ou 12 h. A seguir, o sobrenadante foi aspirado e os poços lavados duas vezes 

com PBS e então foi realizado o desprendimento do biofilme por meio de um 
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homogeneizador ultra-sônico com potência de 25 W por 30 s. A partir da solução 

obtida, foi realizado diluições seriadas, das quais alíquotas de 10 µL foram semeadas 

em triplicata nas placas de ágar Sabouraud Dextrose e incubadas em estufa a 37°C 

por 4 8h. Após esse período, as colônias de Candida foram contadas para o cálculo 

de UFC/mL. 

 

 

2.4.9 Avaliação da atividade proteolítica (Sap) 
 

 

 Para a dosagem da Sap, 100 μL do sobrenadante da cultura planctônica ou do 

biofilme foi aspirado e transferido para 400 μL de tampão citrato de sódio 0,1 M 

contendo 1% de BSA. As amostras foram, então, incubadas por 1 h a 37ºC. A atividade 

proteolítica foi interrompida pela adição de 500 μL de ácido tricloroacético a 5% (TCA) 

e incubação por 1h a 4ºC. A seguir, a mistura foi centrifugada e o sobrenadante 

colocado em placas de 96 poços UV-transparentes. Foi realizada a medida da 

densidade óptica (DO) em espectrofotômetro a 280 nm (BioTek, Winooski, EUA). O 

grupo controle negativo foi feito pela adição de ácido tricloroacético a 5% (TCA) já na 

primeira reação.  

 

 

2.4.10 Análise estatística 
 

 

Os resultados obtidos na contagem de células viáveis (UFC/mL) e na atividade 

proteolítica foram analisados por ANOVA e teste de Tukey usando o programa 

GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA) com nível de 

significância de 5%.  
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2.5 RESULTADOS  
 

 

2.5.1 Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) 
 

 

 No teste de determinação do MIC em cepas de C. albicans com o CAPE livre, 

foi encontrado o valor de 32 a 64 µg/mL. Quando incorporamos o CAPE em diferentes 

concentrações do gellan gum (0,6 a 1%), os valores de MIC variaram de 64 a >512 

µg de acordo com as formulações (tabela 1). 

 

Tabela 1- Dados de MIC para o CAPE livre e CAPE em gellan gum encontrados nas 

diferentes cepas de C. albicans. As formulações de CAPE foram preparadas em 

concentrações de 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 e 1% de gellan 

 

Grupo 18804 5314 70 

CAPE livre 32 µg 64 µg 32 µg 

Gellan 0,6%+CAPE 64 µg 512 µg 128 µg 

Gellan 0,7%+CAPE 128 µg 512 µg 128 µg 

Gellan 0,8%+CAPE 256 µg >512 µg 256 µg 

Gellan 0,9%+CAPE 256 µg >512 µg 256 µg 

Gellan 1%+CAPE 512 µg >512 µg 512 µg 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

2.5.2 Espectro de absorção do CAPE em gellan gum 
 

 

 A fim de determinar o espectro de absorção do CAPE, foi feito a varredura em 

espectrofotômetro em diferentes comprimentos de onda (240 a 700 nm) em várias 

concentrações de CAPE. Como resultado, podemos observar na figura 30, que 

independente da concentração do CAPE, a banda de absorção foi sempre de 325 nm. 

Então, após esse achado, passamos a associar o CAPE às diferentes concentrações 

do gellan gum. A figura 31 mostra que o pico de absorção do gellan gum sozinho foi 
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na região de 240 nm, e que os grupos com associações de gellan e CAPE 

apresentaram dois picos, um em 240 nm e outro em 325 nm. A partir dessas 

informações, foi possível fazer a curva padrão. Esse teste mostrou que os resultados 

obtidos foram diretamente proporcionais à concentração do fármaco, onde o 

coeficiente de correlação linear obtido a partir da curva foi r=0,9937 (figura 33) 

 

Figura 30- Espectro de absorção Uv-vis do CAPE  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 31- Espectro de absorção Uv-vis do CAPE associado ao gellan gum 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 32- Curva padrão do gellan gum 

 

 

Legenda: Nesse gráfico o eixo X representa a concentração de CAPE isolado presente em cada uma 
das leituras, e no eixo Y as absorbâncias, diante disso foi gerada e equação da reta. 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

2.5.3 Cinética de liberação do CAPE do gellan gum 
 

 

 Os ensaios de liberação foram conduzidos tanto para o CAPE livre quanto para 

as formulações de CAPE em gellan, nos tempos de 10 a 180 min, onde na primeira 

hora a coleta foi de 10 em 10 min e depois nas horas restantes de 30 em 30 min. O 

perfil encontrado foi de uma liberação mais rápida e semelhante ao CAPE livre nas 

formulações de CAPE em 0,6 e 0.7% de gellan, com pico de liberação próximo ao 

100% nos tempos de 10 e 20 min, respectivamente. Uma liberação mais lenta e linear 

foi encontrada nas formulações de CAPE em 0,8; 0,9 e 1% de gellan, sendo a 

formulação 1% a mais lenta e constante no período analisado (figura 33). 
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Figura 33- Cinética de liberação do CAPE  

 

  

 

Legenda: A) Curva de liberação da formulação do gellan gum a 0,6% com CAPE; B) Curva de liberação 
da formulação do gellan gum a 0,7% com CAPE C) Curva de liberação da formulação do gellan gum a 
0,8% com CAPE; D) Curva de liberação da formulação do gellan gum a 0,9% com CAPE; E) Curva de 
liberação da formulação do gellan gum a 1% com CAPE; F) Curva de liberação do CAPE isolado. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.5.4 Ação do CAPE associado ao gellan gum sobre culturass planctônica de C. 

albicans 

 

 

 A contagem de UFC/mL nessa etapa do estudo foi realizada a cada duas horas 

até completar 12h após o tratamento com CAPE livre ou com as formulações de CAPE 

em gellan gum. O grupo controle não tratado apresentou contagem inicial de células 

de C. albicans entre 5,6 a 5,9 Log10 e final de 4,6 a 5,1 Log10. O grupo tratado com 

CAPE apresentou inibição completa em todos os tempos avaliados. Para os grupos 

tratados com as formulações de CAPE em 0,6 e 1% de gellan, também houve redução 

das células fúngicas, nas quais as cepas ATCC18804 (figura 34A) e SC5314 (figura 

34B) exibiram comportamento semelhante, com variação média entre as formulações 

de 0,3 Log10. Entretanto, na cepa 70 (figura 34C), a diferença de inibição fúngica 

entre as formulações variaram mais, na qual a formulação a 0,6% chegou a inibir 1,6 

Log10 a mais que a formulação 1%. 
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Figura 34- Contagem de UFC/mL (Log10) das células planctônicas de C. albicans em 

diferentes tempos após o tratamento com CAPE livre ou CAPE em gellan gum 

 

 

 

Legenda: A linha de cor laranja está representando o grupo controle, a cor verde o grupo tratado com 
CAPE isolado, azul a formulação do gellan gum a 1% associado ao CAPE e a linha roxa a formulação 
do gellan gum a 0.6% associado ao CAPE. A) contagem temporal (2 a 12h) de UFC/mL da cepa ATCC 
18804; B) contagem temporal (2 a 12h) de UFC/mL da cepa ATCC SC 5314; C) contagem temporal (2 
a 12h) de UFC/mL da cepa clínica 70.  
Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.5.5 Ação do CAPE associado ao gellan gum sobre biofilmes de C. albicans 
 

 

 Os tratamentos com as formulações de CAPE em gellan gum ou CAPE livre 

foram realizados por 2 ou 12 h sobre biofilmes maduros (formados por 24 h). Na cepa 

ATCC 18804, os grupos controles de ambos os tratamentos (2 ou 12 h) apresentaram 

crescimento médio de 7 Log10. No tratamento de 2 horas, o CAPE isolado apresentou 

inibição de 1,7 Log10, já as formulações de CAPE em 0,6 e 1% de gellan causaram 

reduções de 0,7 e 0,4 Log10, respectivamente. No tratamento de 12 h, o CAPE isolado 

apresentou a mesma inibição do tratamento de 2 h, que foi 1,7 Log10. As formulações 

de CAPE em 0,6 e 1% de gellan gum apresentaram 1,1 e 2,1 Log10, respectivamente. 

Os grupos com gellan isolado não se diferiram do grupo controle em nenhum dos 

tempos de tratamento (figura 35). 

 Na cepa SC5314, no tratamento de 2 h, o grupo controle teve crescimento 

médio de 6,7 Log10. O CAPE isolado apresentou redução de 1,3 Log10 e as 

formulações de CAPE em 0,6 e 1% de gellan demonstraram redução de 0,4 e 0,3 

Log10. respectivamente. As inibições do tratamento de 12 h foram mais significativas. 

O grupo do CAPE isolado teve inibição de 1,7 Log10, enquanto os grupos das 

formulações de CAPE em gellan gum tiveram inibições de 0,4 Log10 para a 

formulação 0,6% e de 1,2 Log10 para a formulação 1%. Os grupos somente com 

gellan não apresentaram diferença com o grupo controle (figura 36).  

 Por fim, no tratamento do biofilme da cepa clínica 70, os grupos controles 

apresentaram crescimento médio de 6,7 Log10 em ambos os tempos de tratamento. 

No tratamento de 2 h, o CAPE isolado causou redução de 1,2 Log10, já as 

formulações de CAPE em gellan levaram a reduções de 0,5 Log10 para a formulação 

0,6% e de 0,3 Log10 para a formulação de 1%. Após o tratamento de 12 h, as inibições 

foram de 2,1 Log10 para o CAPE isolado, 1 Log10 para formulação de 0,6% e de 2,2 

Log10 para formulação de 1%. Novamente, os grupos contendo gellan sozinho não 

apresentaram diferenças em relação aos grupos controles (figura 37). 
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Figura 35- Contagem de UFC/mL (Log10) de biofilme de C. albicans (ATCC 18804) 

 

Legenda: Grupo controle; Grupo CAPE (CA); grupo formulação de gellan gum 0.6% + CAPE 
(0.6%+CA); grupo formulação de gellan gum 1% + CAPE (1%+CA); grupo gellan gum 0.6% (GG 0.6%); 
grupo gellan gum 1% (GG 1%). A) contagem de UFC/mL da cepa ATCC 18804 após 2 h de tratamento; 
B) contagem de UFC/mL da cepa ATCC 18804 após 12 h de tratamento. Letras diferentes representam 
diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 36- Contagem de UFC/mL (Log10) de biofilme de C. albicans (SC 5314) 

 

 

Legenda: Grupo controle; Grupo CAPE (CA); grupo formulação de gellan gum 0.6% + CAPE 
(0.6%+CA); grupo formulação de gellan gum 1% + CAPE (1%+CA); grupo gellan gum 0.6% (GG 0.6%); 
grupo gellan gum 1% (GG 1%). A) contagem de UFC/mL da cepa ATCC SC 5314 após 2 h de 
tratamento; B) contagem de UFC/mL da cepa ATCC SC 5314 após 12 h de tratamento. Letras 
diferentes representam diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 37- Contagem de UFC/mL (Log10) de biofilme de C. albicans (cepa clínica 70) 

 

 

Legenda: Grupo controle; Grupo CAPE (CA); grupo formulação de gellan gum 0.6% + CAPE 
(0.6%+CA); grupo formulação de gellan gum 1% + CAPE (1%+CA); grupo gellan gum 0.6% (GG 0.6%); 
grupo gellan gum 1% (GG 1%). A) contagem de UFC/mL da cepa clínica 70 após 2 h de tratamento; B) 
contagem de UFC/mL da cepa clínica 70 após 12 h de tratamento. Letras diferentes representam 
diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.5.6 Análise da produção de Sap 
 

 

 A análise da atividade proteolítica foi realizada tanto na cultura planctônica 

quanto em biofilme de C. albicans.  

Na cultura planctônica, essa análise foi feita de 2 a 12 h com intervalos de 2 h 

após os tratamentos com CAPE livre ou as formulações de CAPE em gellan gum. 

Verificamos que os grupos tratados apresentaram uma redução significativa da 

atividade proteolítica em relação ao grupo não tratado (figura 38). Na cepa 18804 as 

reduções foram observadas a partir de 4 h. O grupo tratado só com CAPE teve 

atividade proteolítica praticamente nula, já nos grupos tratados com as formulações 

de CAPE em gellan, a inibição foi acontecendo ao longo do tempo, quase igualando-

se ao grupo de CAPE livre no tempo de 12 h (figura 38 A). Na cepa SC5314, a 

atividade proteolítica do grupo controle não foi tão alta igual as demais cepas. 

Novamente a partir do tempo de 4 h a atividade de Sap no grupo tratado com CAPE 

isolado foi quase nula. Nas formulações de CAPE em gellan, a partir de de 8 h não foi 

verificada diferença em relação ao grupo tratado só com CAPE (figura 38 B). A cepa 

70 foi a que apresentou atividade proteolítica maior no grupo controle. Em contraste, 

todos os grupos tratados apresentaram inibições da atividade proteolítica muito 

satisfatórias desde a primeira dosagem, diferindo-se entre si apenas no tempo de 2 h 

(figura 38 C). 

Nos biofilmes, a dosagem da atividade proteolítica foi realizada 2 ou 12 h após 

os tratamentos com CAPE livre ou formulações de CAPE em gellan gum. No tempo 

de 2 horas, a cepa com maior atividade proteolítica no grupo controle foi a 70. Nos 

grupos com tratamentos, todas as cepas apresentaram diferença estatística em 

relação aos grupos controles não tratados. Quando as formulações foram comparadas 

entre si, a formulação de CAPE em 0,6% de gellan foi a única que diferiu 

estatisticamente em relação ao controle (figura 39). Após o tratamento de 12 h, a maior 

atividade proteolítica do grupo controle ficou por conta da SC 5314, e a menor foi da 

ATCC18804. Em relação aos grupos tratados, todos apresentaram reduções 

estatisticamente significantes em relação ao grupo controle e não diferiram entre sim, 

em nenhuma das cepas estudadas (figura 40) 
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Figura 38- Dosagem temporal da atividade proteolítica em culturas planctônicas de C. 

albicans 

 

 

 

Legenda: Grupo controle; Grupo CAPE (CA); grupo formulação de gellan gum 1% + CAPE (1%+CA);  
grupo formulação de gellan gum 0.6% + CAPE (0.6%+CA). A) dosagem temporal da atividade 
proteolítica da cepa de C. albicans 18804; B) dosagem temporal da atividade proteolítica da cepa de 
C. albicans SC5314; C) dosagem temporal da atividade proteolítica da cepa de C. albicans 70.  
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 39- Dosagem da atividade proteolítica do biofilme de C. albicans após 2 h de 

tratamento 

 

 

Legenda: Grupo controle; Grupo CAPE (CA); grupo formulação de gellan gum 0.6% + CAPE 
(0.6%+CA); grupo formulação de gellan gum 1% + CAPE (1%+CA). Letras diferentes representam 
diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 40- Dosagem da atividade proteolítica do biofilme de C. albicans após 12 h de 

tratamento 

 

 

Legenda: Grupo controle; Grupo CAPE (CA); grupo formulação de gellan gum 0.6% + CAPE 
(0.6%+CA); grupo formulação de gellan gum 1% + CAPE (1%+CA). Letras diferentes representam 
diferença estatística significante (p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.6 DISCUSSÃO 
 

 

 A candidose bucal é uma doença de grande relevância clínica, pois é uma 

infecção muito frequente na população, e seu avanço em pacientes 

imunocomprometidos pode causar o envolvimento sistêmico, com altas taxas de 

mortalidade. Os fármacos disponíveis estão limitados à poucas classes de 

antifúngicos e apresentam dificuldades em relação à biodisponibilidade, efeitos 

colaterais e resistência microbiana. Considerando essas limitações para o tratamento 

da candidose bucal, o presente estou avaliou uma formulação de gellan gum 

associado ao CAPE como um possível agente terapêutico contra C. albicans. 

 A ação antifúngica do CAPE foi previamente estudada pelo nosso grupo de 

pesquisa tanto in vitro quanto em dois modelos in vivo, de Galleria mellonella e 

candidíase orofaríngea em camundongos imunossuprimidos (Barros et al., 2021). Foi 

constatado que o CAPE teve ação antifúngica e foi capaz de desestruturar os biofilmes 

maduros de C. albicans, além de estimular o sistema imunológico contra a infecção 

por Candida. Mas devido ao curto tempo de permanência do CAPE na cavidade bucal 

dos animais, sua ação ficou comprometida, o que nos levou a investigar a aplicação 

do gellan gum como sistema carreador do CAPE.  

 Para isso, realizamos um estudo para avaliar o sistema de liberação do gellan 

gum, utilizando-se metodologias baseadas em determinação de densidades ópticas 

(DO). Primeiramente, verificamos se as bandas de absorções do CAPE e do gellan 

gum não se cruzavam. Assim, fizemos a varredura de absorção e encontramos como 

absorção máxima do CAPE em 325 nm. Bai et al. (2014) encontraram 330 nm como 

absorção máxima, essas pequenas variações de absorção podem ocorrer devido a 

diferença de veículo utilizado para diluição (Świsłocka, 2013). Nossos achados com o 

pico de absorção do gellan (240 nm) também corroboraram com a literatura, que 

mostra a absorção máxima do gellan gum variando de 240 a 260 nm, e isso se deve 

ao ácido glucorânico presente na molécula do gellan gum (Ismail et al., 2019; Kamer 

et al., 2021; N. Zhang et al., 2020). 

 A seguir, avaliamos a velocidade de liberação do CAPE em diferentes 

concentrações do gellan para averiguar a sua aplicabilidade no contexto clínico. 

Observamos uma alta liberação do CAPE nos minutos iniciais para as formulações 
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com concentrações mais baixas de gellan (0,6 e 0,7%), enquanto as formulações mais 

altas de gellan (0,8 a 1%) apresentaram liberações mais controladas do CAPE. Essas 

diferenças também foram encontrada no estudo de Fernandes et al. (2018), que 

relataram que a menor quantidade de camadas em polímeros menos concentrados, 

facilitaram a migração do fármaco para o meio externo, favorecendo uma maior taxa 

de liberação inicial.   

 Apesar de uma literatura rica em estudos com a utilização do CAPE como anti-

inflamatório (Murtaza et al., 2014), anticancerígeno (Hou et al., 2021), anti-oxidante 

(Bai et al., 2014) e em doenças oftalmológicas (Dai et al., 2020), poucos estudos 

investigaram sua ação antifúngica. Como já mencionado, existe um estudo prévio do 

nosso grupo de pesquisa avaliando o CAPE como antifúngico em 40 cepas diferentes 

de C. albicans, no qual o MIC encontrado variou de 16 a 64 µg/mL (Barros et al., 

2021). Outro estudo que também testou a ação do CAPE em cepas de C. albicans e 

não-albicans apresentou resultados de MIC com variações de 12,5 a 100 µg/mL 

(Alfarrayeh et al., 2021). No presente estudo, o MIC para o CAPE isolado apresentou 

variações de 32 a 64 µg/mL, concordante com a literatura. Quando o CAPE foi 

associado ao gellan gum esses valores de MIC aumentaram. No estudo de 

Zimmermann et al. (2021), que investigaram o gellan gum como carreador de 

nanopartículas antifúngicas, também foi observado um aumento do MIC quando o 

antifúngico foi incorporado no gellan gum. Entretanto, até onde sabemos esse é o 

primeiro estudo que avaliou o efeito do CAPE incorporado ao gellan gum sobre células 

de C. albicans, por isso não foi possível comparar os resultados de MIC do CAPE 

associado ao gellan gum com a literatura.   

 Quando passamos para os estudos antifúngicos do CAPE associado ao gellan 

em culturas planctônicas e biofilmes, foi notório que a ação das formulações foi 

estritamente ligada ao tempo de tratamento. A ação antifúngica do CAPE foi 

observada nas três cepas de C. albicans, incluindo a cepa clínica 70 que é resistente 

ao fluconazol. Em culturas planctônicas, as inibições foram de aproximadamente 2 

Log10 para todas as cepas, já em biofilme as inibições variaram de 0,4 a 0,7 Log10 

no tratamento de 2 h e de 1 a 2,1 Log10 no tratamento de 12h. Ribeiro et al. (2020) 

utilizaram o gellan gum para incorporação de probióticos a fim de tratar candidose 

bucal, como resultado verificaram inibições de aproximadamente 2,5 Log10 para 

diferentes cepas de C. albicans. 
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 As Sap são importantes enzimas produzidas por C. albicans por estarem 

associadas a sua patogenicidade, possuindo capacidade de degradar proteínas que 

estão relacionadas a defesa imunológica do hospedeiro (Bochenskaa et al., 2013). 

Algumas dessas enzimas estão estritamente ligadas as infecções orais, pois são 

expressas durante a formação das hifas e invasão tecidual (Meylani et al., 2021). Por 

isso, torna-se importante o estudo de antifúngicos que tenham como alvo de ação as 

Saps. Em nosso estudo, o CAPE e suas formulações em gellan gum foram capazes 

de inibir a atividade proteolítica das culturas planctônicas e biofilmes de C. albicans. 

Esses resultados são interessantes, uma vez que tem sido sugerido que o tratamento 

com antifúngicos convencionais leva ao aumento da atividade proteolítica de Candida 

como um mecanismo compensatório. Costa et al. (2010) verificaram que o fluconazol 

e voriconazol aumentaram a atividade da enzima Sap extracelular em cepas 

resistentes a esses fármacos, alguns estudos justificam esse aumento devido ao 

mecanismo de efluxo que regula o transporte de Sap (Bochenskaa et al., 2016; Nawaz 

et al., 2015). No presente estudo, foi avaliada apenas a atividade proteolítica de C. 

albicans e não a expressão de Saps. Isso pode ser considerado uma limitação já que 

cada um dos genes de Saps são vinculados à mecanismos de virulência específicos. 

Assim, estudo futuros são necessários para investigar os efeitos do CAPE e suas 

formulações nos diferentes tipos de Saps produzidas por C. albicans. 
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2.7 CONCLUSÃO 
 

 

 Concluímos que as formulações em gellan gum foram capazes de promover 

uma liberação controlada de CAPE, inibindo significativamente o crescimento 

planctônico, biofilmes e atividade proteolítica de C. albicans. 
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