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RESUMO 

Estima-se que mais de 60% das infecções humanas são originadas pela presença 
de biofilmes. A placa dentária é o biofilme mais antigo descrito na literatura epode 
ser composta por diferentes gêneros e espécies, com destaque para a atuação de 
Lactobacillus spp, Streptococcus do grupo mutans e Candida albicans. A Inativação 
Fotodinâmica (do inglês, Photodynamic Inactivation - PDI) vem sendo apontada 
como modalidade terapêutica promissora para a inativação de microrganismos 
bucais visando sanar os problemas relacionados com a resistência dos 
microrganismos e não promover efeitos colaterais adversos. Estudos prévios 
conduzidos dentro e fora de nosso grupo de pesquisa mostraram que a curcumina 
possui grande potencial como fotossensibilizador para a PDI. Apesar disso, a 
curcumina apresenta baixa solubilidade em soluções aquosas e por isso esse 
estudo se propôs a avaliar a eficácia antimicrobiana da PDI, utilizando a curcumina 
veiculada em sistema precursor de cristal líquido (SPCL), em biofilmes dentais 
formados in situ. Esse sistema possui diversas vantagens descritas na literatura, 
como sua bioadesividade no local de ação, liberação controlada e 
biocompatibilidade. No entanto, nenhum estudo avaliou o sistema precursor de 
cristal líquido veiculando curcumina para ação fotodinâmica em biofilmes dentais. 
Este estudo contou com 30 voluntários que utilizaram dispositivos orais palatinos, 
contendo blocos de esmalte bovino, por 48 horas para a formação de biofilme in situ. 
Após esse período, os blocos de esmalte foram aleatorizados em dois grupos e 
metade deles foi alocada no grupo controle (somente SPCL vazio) e a outra metade 
foi incubada no escuro, imersa em curcumina veiculada no SPCL, e depois 
iluminada com um LED de luz azul (grupo PDI). Passados os tratamentos, foi 
determinada a UFC/ml de cada grupo, em meios de cultura preditivos para espécies 
de Streptococcus do grupo mutans, Candida spp, Lactobacillus e acidúricos e 
microbiota total específica para as condições de cultivo deste estudo. Após análise 
multivariada, foi observado que o tratamento teve um efeito de elevada dimensão e 
altamente significativo sobre a viabilidade microbiana. Procedeu-se então à ANOVA 
univariada, a qual revelou redução significativa nos valores de log10(UFC/mL) nos 
grupos PDI em relação ao grupo controle, para todas as condições de cultivo. Foram 
obtidas reduções médias na ordem de 2,08; 1,34; 1,80 e 1,54 log10 para Chromagar 
Candida, MRS, Müller Hinton e Mitis Salivarius respectivamente. Além disso, os 
dados descritivos sugerem haver certa variação do efeito da PDI entre diferentes 
indivíduos. Esse fato foi confirmado com os resultados da análise por modelagem 
hierárquica. Em conclusão, a Inativação Fotodinâmica mediada pela curcumina, 
veiculada em SPCL foi eficaz em promover redução na viabilidade dos 
microrganismos presentes nos biofilmes in situ, a qual parece ser uma técnica 
promissora para a inativação de biofilmes dentais e para estudos clínicos futuros. 

Palavras – chave: Fotoquimioterapia. Curcumina. Placa dentária. Cristais líquidos. 
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ABSTRACT 

It is estimated that more than 60% of human infections are originated by the 
presence of biofilms. The dental plaque, reported as the oldest biofilm, can be 
composed of many different species, highlighting Lactobacillus spp, Streptococcus 
mutans and Candida albicans. Photodynamic Inactivation (PDI) has been suggested 
as a promising therapeutic modality for the inactivation of oral microorganisms, in 
order to overcome the problems related to microorganism resistance and prevent 
adverse side effects. Previous studies have shown that curcumin is a promising 
photosensitizer for PDI. Nevertheless, curcumin has low solubility in aqueous 
solutions, therefore, this study proposed to evaluate the antimicrobial efficacy of the 
PDI, using the curcumin in a liquid crystal precursor system (LCPS), in dental biofilms 
formed in situ. This system has several advantages described in the literature, such 
as its bioadhesiveness at the site of action, controlled release and biocompatibility. 
However, no study evaluated the LCPS carrying curcumin for photodynamic action 
on biofilms formed in situ. This study included 30 volunteers who used oral palatal 
devices containing bovine enamel blocks for 48 hours for in situ biofilm formation. 
After that period, the enamel blocks were randomized into two groups: i. control 
group (empty LCPS only); ii. PDI (immersed in LCPS with curcumin in the dark and 
then illuminated with a blue light LED) incubated, (PDI group). After the treatments, 
the CFU/ml of each group was determined in culture media presumptive for 
Streptococci mutans, Candida spp, Lactobacillus spp. and aciduric species, and total 
microbiota, specific to the culture conditions for this study. Multivariate analysis 
showed that the treatment had a large and highly significant effect on microbial 
viability. Univariate ANOVA was then performed, which revealed a significant 
reduction on log10(CFU/mL) values in the PDI groups, compared to the control group, 
for all the culture conditions. Mean reductions were obtained in the order of 2,08; 
1,34; 1,80 e 1,54 log10 for Chromagar Candida, MRS, Müller Hinton e Mitis Salivarius 
respectively. In addition, the descriptive data suggest that there was some variation 
of the effect of the PDI between different individuals. This fact was confirmed by the 
results of hierarchical modeling analysis. In conclusion, curcumin-mediated 
photodynamic inactivation in LCPS was effective in reducing the viability of 
microorganisms present in in situ biofilms, which seems to be a promising technique 
for the inactivation of dental biofilms and for future clinical studies. 

Keywords:  Photochemotherapy. Curcumin. Dental Plaque. Liquid Crystals.
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1 INTRODUÇÃO 

Tem sido estimado que mais de 60% das infecções humanas são originadas 

pela presença de biofilmes1, os quais são comunidades extremamente organizadas 

de microrganismos aderidos a uma superfície e envoltas por uma matriz polimérica 

extracelular. Assim, os biofilmes podem atuar como reservatório de microrganismos 

patogênicos, favorecendo a disseminação das infecções, inclusive para outros sítios. 

Os microrganismos pertencentes a essas comunidades apresentam maior 

resistência às defesas do hospedeiro e aos agentes antimicrobianos do que aqueles 

em estado planctônico, pois a ação dos fármacos é dificultada levando a maior 

resistência aos diferentes agentes1-8. Um dos mecanismos relacionados com a 

resistência dos biofilmes a alguns fármacos é o fato de que os microrganismos que 

habitam as camadas internas e inferiores possuírem menores taxas de metabolismo 

e crescimento. A falta de oxigênio e nutrientes nessas camadas os força a entrar em 

uma fase de crescimento estacionária, tornando-os menos susceptíveis à ação de 

diversos fármacos que necessitam do crescimento ativo dos patógenos7. Outro 

mecanismo de resistência é a diminuição da penetração dos fármacos pela matriz de 

polissacarídeos extracelulares, pois ela possui poros pequenos que não permitem a 

passagem de moléculas maiores de antimicrobianos9. Ainda, a matriz extracelular 

possui características hidrofílicas e aniônicas, fazendo com que não haja a 

penetração de uma quantidade adequada de alguns fármacos para os tecidos 

desejados9. As propriedades viscoelásticas do biofilme influenciam na penetração de 

fármacos e na dificuldade de remoção do biofilme das superfícies, com isso, 

exercem um papel importante na proteção contra desafios mecânicos e químicos10. 

Além disso, um biofilme pode sofrer mutações naturais ou adquirir genes de 

resistência, que promovem a expressão de enzimas modificadoras de antibióticos, 

produzindo proteínas que são alvos de antibióticos7. 

O biofilme mais antigo descrito na literatura é a placa dentária, cuja 

formação3,11-12 se dá de forma complexa e dinâmica. Primeiramente, as bactérias do 

mibrobioma oral são trazidas até a superfície dental através do fluxo salivar natural, 

há a adesão dessas células bacterianas hospedeiras pioneiras ao esmalte, 

juntamente com glicoproteínas salivares, fosfoproteínas, lipídios, remanescentes 

celulares de microrganismos mortos e componentes do fluido do sulco gengival, 

formando a película adquirida. Esta etapa é fundamental, pois ao entrarem em 
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contato com a superfície dental, as moléculas salivares modificam a sua 

conformação, expondo receptores para a fixação bacteriana que interagem com as 

adesinas da parede desses microrganismos, promovendo uma adesão muito 

específica. Como há uma grande proximidade com a região mineralizada, são 

fixados microrganismos colonizadores iniciais, até as primeiras 24 horas, como 

cocos e bastonetes gram-positivos, principalmente espécies de Streptococcus e 

poucas bactérias gram-negativas. Essa é uma fase reversível, pois as forças físico-

químicas, responsáveis pela interação entre o esmalte dental coberto pela película 

adquirida e os microrganismos, são fracas. Mas essas forças são rapidamente 

substituídas por fortes reações químicas entre as adesinas das células bacterianas e 

os receptores na película adquirida, havendo ligação do polímero entre os próprios 

microrganismos também, aumentando a ancoragem desses, originando uma fase 

irreversível12.  

Após essa fase, inicia-se a formação de microcolônias diversas, entre 4 a 24 

horas, dando origem a um biofilme não homogêneo em espessura. Nesse período, 

alguns componentes do biofilme dental começam a produzir elementos da matriz 

desse biofilme, como por exemplo, os polissacarídeos. Essa matriz é muito 

importante, pois além de promover estrutura para o biofilme, auxilia na retenção de 

nutrientes e água12. No período de 24 a 48 horas, há um espessamento e expansão 

maior do biofilme, através da co-adesão dos microrganismos pelas adesinas 

expressadas por eles, pela sua divisão celular e pela constante adesão de 

microrganismos planctônicos contidos na saliva. Com o contínuo desenvolvimento 

do biofilme, os colonizadores iniciais modificam o ambiente do biofilme através de 

seu metabolismo, criando condições favoráveis para colonizadores secundários e 

cada vez mais desfavoráveis para os microrganismos pioneiros. Isso se dá devido 

ao consumo de oxigênio e de produtos metabólicos inibitórios acumulados que 

tornam o ambiente mais anaeróbio. Essas modificações do ambiente fazem com que 

os microrganismos colonizadores iniciais sejam substituídos por bactérias diferentes, 

as quais são mais compatíveis às modificações do habitat; este processo ocorre nos 

primeiros sete dias. Progressivamente, após nove dias, as espécies aeróbias (como 

Lactobacillus spp.)13-14 e anaeróbias facultativas presentes nessas etapas iniciais do 

biofilme (como Streptococcus spp.) vão sendo gradualmente substituídas por 

anaeróbios facultativos e obrigatórios, cocos e bastonetes gram-negativos12. Um 

biofilme maduro, caracterizado por ser uma comunidade clímax, é observado após 
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uma semana ou mais de sua formação e nele há um equilíbrio entre a perda e 

adesão de bactérias. Os microrganismos que colonizam essa comunidade podem se 

desprender e ficar suspensos na saliva, sendo transportados para colonizar outros 

sítios12.  

O biofilme dental pode ser composto por diferentes gêneros e espécies3,11,12, 

com destaque para a atuação de Lactobacillus13,14, que é uma bactéria aeróbica 

facultativa e gram positiva e de Streptococcus do grupo mutans, sendo 

Streptococcus mutans o principal agente etiológico da cárie dental2,3,5,12,15,16. Embora 

a cárie não seja uma doença infecciosa, ela é biofilme-açúcar dependente, sendo a 

terceira enfermidade mais frequente no ser humano, seguida pelas cardiopatias e 

neoplasias17,18; no Brasil, ainda é apontada como sendo a principal razão de perda 

do elemento dental19. O desenvolvimento dessa patologia é multifatorial, mas os 

microrganismos acidogênicos contidos no biofilme dental possuem papel 

fundamental ao realizar o metabolismo de carboidratos derivados da dieta do 

indivíduo, promovendo a formação de produtos finais ácidos que causam a 

desmineralização do esmalte dental20. Também é comum a existência de biofilmes 

compostos por interações polimicrobianas entre bactérias e fungos21-23, o que os 

tornam mais complexos e menos susceptíveis a agentes antimicrobianos24,25. A 

espécie de fungo Candida albicans é o patógeno mais comumente encontrado em 

infecções orais e sistêmicas no ser humano21,23,26, a qual possui capacidade de 

formação de biofilme e interações com algumas bactérias nas superfícies 

mucosas22,23,27,28 como por exemplo com Streptococcus mutans. A interação desses 

dois microrganismos também pode ocorrer no tecido dental, formando biofilmes 

mistos que estão associados à cárie precoce na infância29. Devido a essa interação 

entre C. albicans e S. mutans, o ambiente do biofilme resultante é completamente 

modificado, com maiores quantidades de polissacarídeos extracelulares, que 

aumentam a massa do biofilme e concentração da infecção in vivo, resultando em 

um potencial cariogênico maior30-32. 

Na cavidade bucal, os biofilmes microbianos também estão associados ao 

desenvolvimento de outras condições patológicas, como doenças periodontais e 

endodônticas, candidose orofaríngea, estomatite protética, mau hálito, e peri-

implantite3,33. Outra implicação importante da presença de microrganismos 

patogênicos é o risco de infecções durante procedimentos cirúrgicos, como a 

endocardite bacteriana que possui muitos casos com origem na cavidade bucal e 
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alguns causados por procedimentos odontológicos34,35. E, por essa razão, a 

descontaminação local com antissépticos, como a Clorexidina (CLX), é indicada 

previamente a tais procedimentos3,36. Atualmente, a CLX é o antimicrobiano mais 

frequentemente utilizado tanto para descontaminação de sítios infecciosos, lesões 

cariosas e bolsas periodontais, como para descontaminação bucal realizada 

previamente a procedimentos cirúrgicos36,37. Apesar de sua eficiente redução 

microbiana, a utilização intrabucal de enxaguatórios de CLX promove efeitos 

adversos, como a alteração de paladar, sensação de queimação, aumento na 

formação do cálculo dental, manchamento de dentes e materiais restauradores e, 

mais raramente, irritação das mucosas e alergias5,38. Além disso, o desenvolvimento 

de cepas resistentes à CLX e outros antimicrobianos já vem sendo apontada na 

literatura39-41. Por isso, a busca por tratamentos antimicrobianos alternativos é muito 

relevante nas ciências odontológicas.

Nos últimos anos, a Inativação Fotodinâmica (do inglês Photodynamic 

Inactivation ou PDI) vem sendo apontada como modalidade terapêutica promissora 

para a inativação de microrganismos bucais visando sanar os problemas 

relacionados com a resistência dos microrganismos e não promover efeitos 

colaterais adversos42-49. O processo fotodinâmico requer a utilização de uma 

substância fotossensibilizadora (FS), a aplicação de uma luz que seja 

correspondente à banda de absorção do FS e a presença de oxigênio50-52. O 

mecanismo envolve a absorção de fótons pelo FS, o que leva seus elétrons a um 

estado excitado. Na presença de oxigênio, o FS excitado ao seu estado tripleto, 

pode reagir com moléculas vizinhas, por meio da transferência de elétrons ou 

hidrogênio (reação do tipo I) ou pela transferência de energia ao oxigênio (reação do 

tipo II), levando à produção de espécies reativas, como oxigênio singleto e radicais 

livres, que são tóxicos para as células42,50-52.Ambos os caminhos podem levar à 

morte celular e a ocorrência do tipo de reação pode estar relacionada com as 

características do FS empregado53,54. 

No contexto da PDI, muitas investigações laboratoriais vêm mostrando que 

tanto bactérias como fungos da cavidade bucal, incluindo os envolvidos com o 

processo carioso, possuem susceptibilidade a diferentes protocolos dessa terapia55-

61. Embora o volume de informações acerca da eficácia da PDI tenha crescido de

forma substancial na literatura científica internacional, ainda se percebe uma grande 

dificuldade em tornar a PDI uma técnica aplicável clinicamente. Uma das razões que 
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pode ser atribuída para tal dificuldade se referiu à utilização de culturas planctônicas 

nos estudos laboratoriais iniciais, as quais, comprovadamente, necessitam de 

concentrações de antimicrobianos 10 a 1000 vezes menores para sua eliminação, 

em comparação com os biofilmes62,63.Além disso, quando os estudos se propõem a 

investigar o efeito sobre biofilmes, os modelos in vitro normalmente utilizados são 

muito distantes da realidade intrabucal, como é o caso dos modelos estáticos e a 

formação de biofilmes com apenas uma ou duas espécies microbianas6,64-66. Nessas 

situações, as conclusões extraídas dos experimentos são muitas vezes difíceis de 

serem transferidas diretamente para a situação in vivo e, portanto, nem sempre 

permitem a definição de um protocolo clínico da terapia. Assim, modelos de 

formação de biofilme in situ têm sido indicados como método adequado para se 

estudar tanto a arquitetura e a fisiologia da formação do biofilme sobre estrutura 

dental e restauradora60,67-71 como o efeito de agentes antimicrobianos sobre 

biofimes48;72.  

Estudos prévios conduzidos dentro48,56,72,73 e fora de nosso grupo de pesquisa 

mostraram que a Curcumina, um pigmento natural extraído dos rizomas da planta 

Curcuma longa L.74 possui alta capacidade de absorção de luz em comprimentos de 

onda próximos ao azul, exercendo efeitos fototóxicos potentes em quantidades 

micromolares56,75-82.Além disso, a Curcuminapossui propriedades fotodinâmicas para 

a eliminação de microrganismos em biofilmes superficiais, uma vez que estes não 

requerem profunda penetração da luz nos tecidos para seu tratamento. Ainda, foi 

comprovada a ausência de toxicidade da curcumina em várias culturas celulares e 

em animais que, somada ao seu baixo custo, manipulação simples e alta efetividade, 

tornam a Curcumina um promissor fotossensibilizador75. Apesar de seu grande 

potencial, a Curcumina apresenta baixa solubilidade em soluções aquosas56,76,83. A 

alternativa utilizada nos estudos para sua solubilização é a sua dissolução do pó em 

DMSO ou etanol, previamente à incorporação de água84,85. No entanto, a utilização 

clínica desses solventes não é desejável, pois são citotóxicos e podem causar danos 

às estruturas de membranas e paredes celulares, não sendo viável para uso in 

vivo86,87. 

Como alternativa para solubilização de fármacos, os sistemas de liberação 

nanoestruturados bioadesivos têm surgido com importante destaque, pois se tratam 

de formulações formadas por polímeros bioadesivos com o objetivo de aumentar o 

contato da formulação com o tecido de absorção, liberando o fármaco próximo do 
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local de ação, promovendo um aumento da permeação do fármaco, melhorando, 

dessa forma, a sua biodisponibilidade e ação farmacológica88-95. Há diversos 

estudos que sugerem a utilização desses sistemas como possível utilização em 

diversas terapias, como por exemplo, para veiculação de antirretrovirais96-97, para o 

controle de biofilmes microbianos7 como biofilmes de S. mutans98,  descontaminação 

periodontal99, analgesia pós-operatória100, para infecções de pele101 e para a 

prevenção de cáries102.  

Entre esses sistemas, podemos destacar o sistema precursor de cristal 

líquido que é constituído por surfactantes que, através da adição gradativa de 

solventes como a água, adquire conformações líquidas cristalinas, lamelares, 

hexagonais e cúbicas103,104, ou seja, a adição de água aumenta o grau de 

organização desse sistema e consequentemente, aumenta a sua viscosidade. 

Dessa forma, pode ser um sistema vantajoso para incorporação de fármacos bucais, 

pois devido à sua forma inicial líquida, possui fácil administração e após entrar em 

contato com a cavidade oral, pode incorporar a água da saliva, tornando a 

formulação mais viscosa, aderindo e permanecendo por mais tempo nas superfícies 

dentais e mucosas102-104, além de não possuir toxicidade aos tecidos humanos102. 

Alguns estudos já vêm utilizando sistemas precursores de cristal líquido para 

veiculação de Curcumina102,104,105. O fato desse tipo de sistema possuir regiões 

hidrofóbicas e hidrofílicas alternadas, possibilita uma grande capacidade de 

solubilização da Curcumina, podendo protegê-la contra a degradação térmica, 

aumentando sua estabilidade física, além de controlar a sua liberação95,106-108. No 

entanto, até o momento não são encontrados dados acerca da susceptibilidade de 

biofilmes dentais formados in situ à ação fotodinâmica da Curcumina quando 

veiculada em sistemas precursores de cristais líquidos.  
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7 CONCLUSÃO 

Considerando todos os aspectos discutidos no presente estudo, podemos 

concluir que a PDI, mediada pela curcumina em sistema precursor de cristal líquido, 

foi eficaz para promover redução na viabilidade de microrganismos presentes em 

biofilmes dentais formados in situ. Além disso, a análise hierárquica confirmou haver 

diferenças individuais na eficácia da PDI. Esse estudo abre portas para 

investigações futuras, voltadas para o âmbito clínico, para que seja determinado um 

protocolo de uso eficaz dessa terapia. 
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