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

RESUMO

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

Palavras - chave: Curcumina. Fotoquimioterapia. Saliva.



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

ABSTRACT

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

Keywords: Curcumin. Photochemotherapy. Saliva.
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1 INTRODUGAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

necessitando de pesquisas mais especificas para a area da odontologia.
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2 PROPOSIGAO

O objetivo geral desse estudo foi investigar o efeito antimicrobiano da PDI utilizando a CUR em
um sistema CL sobre amostras de saliva humana. Os objetivos especificos foram:

Avaliar a PDI mediada pela CUR em sistema CL contendo &cido oleico para redugdo microbiana,
especificamente para inativagdo de espécies identificadas em meios seletivos presuntivos para
Streptococcus do grupo mutans, L. casei e outras espécies acidofilas e Candida spp.

Comparar o efeito fotodinamico promovido pela CUR em sistema CL e em DMSO.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Antimicrobianos

No trabalho de Loesche3®, em 1996, o autor realizou uma revisdo de literatura sobre a utilizagao
de antimicrobianos na odontologia e a resisténcia dos microrganismos. Segundo as informagdes
relatadas, a utilizagdo de antimicrobianos sistémicos se tornou um padrdo com o tempo. O risco de
infeccbes pos-operatorias em cirurgias periodontais € baixo e ndo justifica a profilaxia com
antimicrobianos sistémicos. A recomendag@o é apenas em procedimentos com uma alta taxa de
infec¢do. Por conta da ideologia de que carie e doenca periodontal teriam sua etiologia pelo crescimento
de microrganismos na placa dentaria, o uso de antimicrobianos néo foi tdo abusivo, pois entendia-se que
a solugao seria o desbridamento mecanico. No século XXI, porém, surgiu a ideologia de que essas
patologias sdo infec¢des bacterianas especificas, embora cronicas. Também relatou em seu estudo que
as placas dentérias se diferem bacteriologicamente em locais doentes de locais saudaveis.
Microrganismos como Streptococcusmutans, Lactobacillus casei, Treponema denticola, Bacteroides
forsythus, Porphyromonasgingivalis e Prevotella intermedia podem ser encontrados em saliva e amostras
de placa de individuos saudaveis. Relatou em seu estudo que a preocupagdo imediata é que
antimicrobianos, se forem usados em terapias odontoldgicas, deverdo ter foco de eliminagdo em
espécies especificas associadas a doenga. Por conta de doenga coronariana e acidente vascular
cerebral associadas com doenga periodontal, precisa-se avaliar melhor as formas terapéuticas. Os
trabalhos vistos pelo autor sobre formas de tratamento levaram a concluir que existe a necessidade de
um diagndstico da infeccdo e a escolha do antimicrobiano. Os antimicrobianos s&o agentes poderosos
quando usados de maneira bem focada.

No trabalho de Balbuena et al.80, em 1998, os pesquisadores avaliaram 30 voluntarios para
ajudar a identificar um antisséptico oral que poderia reduzir coldnias bacterianas da saliva humana. Os
antissépticos usados foram Listerine e Peridex. Foi precedida uma lavagem inicial com solug&o salina,
para determinar a contagem de colénias bacterianas normais, seguida por duas lavagens (1 hr e 4 hrs
apds o enxaguatdrio), para determinagao da quantidade de col6nias bacterianas. Apds o procedimento
descrito, todos os enxaguamentos de cultura foram embalados em gelo a 4°C e foram plaqueados. Cada
diluicao foi inoculada em uma placa de agar sangue de ovelha a 5% para cultura de aerdbica e agar
sangue para cultura anaerdbica. As culturas aerébicas foram incubadas durante 24 hrs a 37°C, e as
anaerobicas colocadas em frascos de GASPAK e incubadas durante 48hrs na mesma incubadora. Os
resultados mostraram que o enxaguatorio Peridex teve uma diminui¢do significativa de bactérias
aerobicas e anaerobicas comparado com solugao salina. O listerine reduziu 65% em bactérias aerdbicas
e anaerobicas apds 1 hr de tratamento, as 4 hrs as contagens aumentaram. Por isso ndo havia diferenca
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significativa entre listerine e solugéo salina ap6s 4 hrs. Nao houve diferencga significativa entre listerine e
Peridex com 1 hr do tratamento, apenas com 4 hrs. Portanto, concluiram que Listerine anti-séptico e o
enxaguante oral Peridex reduzem o numero de bactérias na saliva humana apés aplicagéo topica em
voluntérios saudaveis. O Peridex tem maior tempo de agdo, sendo assim seria um agente ideal para
aplicacao clinica.

No trabalho de Chen et al.8', em 2010, os pesquisadores avaliaram a curcumina para redugao
viral. Para isso, o estudo utilizou virus da gripe humana PR8 (H1N1) e virus da gripe aviaria A (HGN1),
sendo propagados em células MDCK. A curcumina obtida foi dissolvida em DMSO e armazenada em -
80°. Para avaliar a citotoxicidade, as células MDCK foram mensuradas com base na proliferagao e
viabilidade celular. O CC50 (concentragédo de farmacos que inibiam o crescimento celular em 50% em
relacdo ao controle ndo tratado) foi de, aproximadamente, 43uM e nenhum efeito toxico celular
significativo foi observado abaixo de 30uM. Para avaliar o efeito da curcumina sobre a replicagéo do
virus, o meio de cultura celular foi suplementado com variadas concentragdes de curcumina 8h antes da
infeccdo e depois sendo mantidas durante o experimento. A producao de virus foi significativamente
reduzida no tratamento com curcuminana concentragdo de 30 uM. A curcumina foi adicionada as células
MDCK em trés momentos: antes da infecgao (pré-tratamento), ao mesmo tempo em que a infecgdo com
0 virus (simultaneamente), ou em 2 HPI (ap6s a entrada). As células MDCK pré-tratadas com curcumina
8h antes da infecgédo (mas removidas pouco antes da infecgéo pelo virus) reduziram a producéo de virus
para 20%. A adi¢do de curcumina simultdnea com o virus resultou em uma inibigdo muito mais forte do
que a das células pré-tratadas com curcumina a 18 e 24 HPI. Outro ponto importante foi que a adi¢éo de
curcumina 2 h ap6s a infecgéo reduziu o grau de inibigdo (no caso dos pontos de tempo de 18 € 24 h de
volta para os niveis de pré-tratamento). Isto sugeriu que a curcumina pode interferir com a particula do
virus, impedindo assim a infecgdo. Os componentes dos curcumoides foram separados por HPLC e a
atividade antiviral de trés curcuminoides purificados, foi inicialmente confirmada pelo ensaio de reducéo
da placa, sendo os grupos: Curcumina (curcumina, 77%), demetoxicurcumina (curcumina, 17%) e
bisdemetoxicurcumina (curcumina, 3%). Através dos resultados observaram que, a curcumina
interrompe a condugéo do virus, inibindo assim a propagagao da gripe, embora ndo seja certo que tenha
interacdo direta com a proteina viral ou com outros componentes virais. Através disso, os autores
concluiram que a curcumina tem mostrado ser um promissor antiviral.

No trabalho realizado por Marsh®2, em 2010, o autor realizou uma revisdo de literatura sobre o
modo de ac&o e os compostos utilizados para o controle de biofilme. Segundo as informagdes relatadas,
as propriedades contidas nos biofilmes sao diferentes daquelas em estado plancténico. Contém um
fendtipo no biofilme que é tolerante a agentes antimicrobianos, estresse e defesas do hospedeiro, sendo

assim mais resistentes aos tratamentos. Também apontaram que, a mudanga ambiental faz com que
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ocorra na microflora competitividade entre as bactérias. Os carboidratos fazem com que a placa
bacteriana fique mais tempo em um baixo pH, fazendo com que o ambiente seja mais propicio para
microrganismos como Estreptococos mutans, Lactobacilos e outros acidofilos. Relatou em seu estudo
que, o tempo ideal de uma agente antimicrobiano na cavidade oral é de até 2 min e os componentes
ativos presentes nele tem que agir ao longo do tempo na cavidade oral ap6s reter nas superficies
dentarias. Estudos mostram que organismos tem sensibilidade aos antibidticos, dependendo de sua
fixagdo e tempo de contato, o triclosan por exemplo, mostrou-se muito mais ativo contra anaerdbicos
gram-negativos, enquanto gram-positivos com MIC similar ndo eram afetados. Estudos mostraram
também que a clorexidina tem amplo espectro contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e
leveduras, podendo ajudar no controle de placa, carie e gengivite. Ela age em Estreptococos
cariogénicos e em Porphyromonas gengivalis. Um modo de acdo encontrado na grande maioria é a
inibicdo seletiva do crescimento metabdlico de organismos que implicam nas doengas, enquanto 0s
associados a saude sdo pouco afetados. Foi concluido com esse trabalho que ha diferenga nos
antimicrobianos e nos antibidticos. Os produtos de higiene oral tém como finalidade controlar a placa
dentaria, em vez de elimina-la.

No trabalho realizado por Gunsolley®3, em 2010, o pesquisador realizou uma revisao sistematica
e um ensaio clinico para avaliar os efeitos dos enxaguatorios bucais anti-placa e anti-gengivite. Para
isso, um ensaio clinico de 6 meses com bochechos de dleos essenciais, cloreto de triclosan, clorexidina
(CHX) e cloreto de cetilperidinio (CPC) foram utilizados. As revisdes analisadas tiveram em seu estudo
bochechos com agentes ativos de clorexidina, 6leos essenciais, cloreto de cetilpiridinio e cremes dentais
com triclosan e fluoreto de estanho. Tiveram evidencias conclusivas de eficacia estudos com clorexidina
e 0leos essenciais como agentes anti-placa e anti-gengivite. Para resultados com CPC, teve variagéo
por conta de diferentes formulagdes testadas. Para avaliar a eficacia dos bochechos, foi feita uma
reducdo percentual, sendo avaliado o resultado da medida de redu¢do comparando com o nivel
remanescente de placa do grupo controle. Essa forma de medida é um padréo usado pela ADA. Apontou
em seu estudo que, enxaguatérios bucais com CHX s&o eficazes antiplaquetarios e anti-gengivite, ja
resultados com CPC foram de dificeis conclusdes, pois tem formulagdes diferentes entre as pesquisas.
Através de seu estudo pdde concluir que enxaguatorios bucais mostraram-se eficazes e devem ser
adicionados a higiene oral.

Segundo um trabalho de revisdo elaborado por Palmer®, em 2014, avaliou a utilizagéo de
antibidticos relacionando-os com a resisténcia de microrganismos. A utilizagdo de antibiéticos para
prevenir infecgdes tem sido questionada, pois além de poder gerar efeitos colaterais, reagdes alérgicas
e toxicidade, pode levar a resisténcia microbiana. A maioria das infecgdes dentarias tem resolugéo com

a remogao do foco, néo necessitando intervir com o uso de antibidticos. Ha utilizagéo de antibidticos em
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odontologia € indicada quando tem o risco de envolvimento sistémico. Estudos visto pelo autor mostrou
que, o uso sistémico ou local de antimicrobianos em auxilio para tratamentos dentais ndo apresentam
beneficios clinicos. Para tratamentos periodontais o uso de antibiéticos ainda precisa de uma melhor
investigacdo. Concluindo assim que, os dentistas devem estar seguros quanto a indicagao e utilizagao
de antibidticos.

A revisdo de literatura sobre antibacterianos usados em tratamentos endoddnticos realizada por
Rahimi et al.85 em 2014, relata que os microrganismos sdo os principais fatores que levam as doencas
dentarias pulpares e periapicais. Para reduzir esse numero de microrganismos, diversas técnicas de
irrigacao, instrumentagéo e medicacao tem sido sugerida, pois apenas instrumentacdo mecanica néo é
suficiente por conta da anatomia pulpar complexa. Para tentar obter um efeito antimicrobiano o estudo
relata diversas medicagdes que tem sido utilizada nos procedimentos clinicos como o hipoclorito de
sodio, que tem amplo espectro e eficacia de morte inespecifica em microbios agindo em espécies como
Enterococcus, Actinomyces e Candida, tendo uma vida util longa. A clorexidina, que € um antimicrobiano
de longa duracdo e atua em bactérias gram-positivas e negativas, incluindo Enterococcus faecalis,
leveduras e fungos. O iodo iodeto de potassio que € um desinfetante com atividade antimicrobiana de
amplo espectro. O MTAD, sendo um antibiético capaz de eliminar microrganismos resistentes. O
hidréxido de calcio, que tem sua atuagdo antimicrobiana relacionada com a liberagdo de ions. A
irradiacédo a laser e terapia fotodinamica que tem mostrado ter capacidade de limpar e desinfetar até
microrganismos mais resistentes como E. faecalis, sendo promissora para bactérias patogénicas orais e
0 0zbnio que age contra bactérias, fungos, virus e protozoarios, tendo também capacidade de aumentar
a circulagao sanguinea regulando positivamente a resposta imunoldgica.

O estudo de Abouassi et al.6¢ em 2014, teve o intuito de analisar se a atividade da clorexidina,
um poderoso antimicrobiano utilizado, altera com os compostos salivares. Para isso, foi utilizada saliva
estimulada de 20 voluntarios. A estimulagéo foi realizada com parafina, 2 hrs apds o café da manha. O
pH de cada amostra salivar foi medido usando um medidor de pH. A carga bacteriana da saliva fresca
foi determinada como uma linha de base. Apés a coleta de (12ml) de saliva de cada voluntario a saliva
foi dividida em 4 grupos (3 ml/grupo), sendo denominados grupo A, B, C e D. As amostras foram
centrifugadas a 4000g em 10 min. Os sobrenadantes nos grupos A e B foram descartados em copos
estéreis e usados na formulagdo com 0,2% de clorexidina. Os sobrenadantes dos grupos C e D foram
feitos a mesma coisa, porém no lugar da clorexidina foi colocado solugdo salina. A atividade da
clorexidina foi avaliada apos 1 e 3 min. A clorexidina foi desativada pela adi¢ao de neutralizador apés 1
e 3 minutos. Foi feito plaqueamento com agar sangue e feita avaliagdo da UFC/ml. Os resultados obtidos
foram que as bactérias anaerobicas foram significamente reduzidas apds 1 minuto de tratamento em

comparagao a linha de base, assim como as bactérias aerdbicas apds 3 minutos de incubagao com 0,2%
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de clorexidina, se comparados a linha de base. Portanto concluiram que, o efeito da saliva na atividade
da clorexidina foi fraco, embora estatisticamente significativo.

Salmazi et al.6” em 2015, avaliou a agéo antifungica com a CUR em um sistema precursor de
cristal liquido em vagina. Foi utilizado na composicdo 40% de élcool cetilicopolioxipropileno-
polioxietileno, 50% de acido oleico e 10% de disperséo de quitosana a 0,5% com adi¢do de 16% de
poloxamer. A formulagao F foi selecionado como precursor de CL e CUR foi adicionado a F, resultando
na formulagdo FC. Ambas formulagdes foram diluidas em muco vaginal artificial (MAV), sendo a relagéo
1:3 gerando F30 e FC30 e a 1:1 gerando a F100 e FC 100. Para avaliar a caracteriza¢do estrutural das
formulacdes foi colocada 1 gota de formulagdo em lamina, coberta por uma laminula, examinada sob luz
polarizada em temperatura ambiente. A avaliagdo da forga muco-adesiva foi feita com um teste de
descolamento usando um analisador de textura TA-XT Plus. A mucosa e a formulagdo mantiveram
contato por 60 segundos até ser retirada para cima para o contato entre as superficies serem quebradas.
As analises reologicas foram feitas a 37°c +- 0,1°c em triplicata, usando um redmetro de tensédo
controlada. As propriedades de fluxo foram determinadas com um procedimento controlado de taxa de
cisalhamento, variando de 0,01 a 100s-1. A avaliagao da atividade antifingica in vitro foi feita com duas
cepas de C. albicans, uma padrdo e uma clinica que foi isolada de uma paciente com candidiase
vulvovaginal. Para o uso, as cepas foram subcultivadas em 2 ml de SDB e incubadas a 37°c por 48h. As
leveduras foram transferidas para solu¢éo salina tamponada com fosfato estéril e diluidas para padrao
0,5, confirmada com leitura espectrofotométrica a 620nm. Apds esse procedimento foi diluida 1:1000
para ser usada. Depois de ser realizado o0 MIC no experimento, foi feito a colocagdo de 100ul da solugdo
de CUR e FC em cada pogo com o meio de cultura. Anfotericina B e fluconazol foram usados para
controle positivo. Os experimentos foram encubados a 37°c durante 48h. Em seguida 20 ul de solugcéo
aquosa a 2% com trifluorotetrazolio e incubados a 37°c durante 3 h. As solugdes incolores mostraram
auséncia de microrganismos e as vermelhas crescimento de microrganismos. Os resultados dos autores
mostraram que a CUR né&o alterou o comportamento das formulagdes e que a CUR incorporada foi
melhorada, pois os sistemas liquidos cristalinos tém afinidade pelos lipidios presentes na parede celular
dos fungos. Concluindo assim que, a inclusao de polimeros aumentou o poder mucoadesivo. A analise
antifingica mostrou que a formulagdo com CUR foi 16 vezes mais potente do que a CUR livre. Portanto,
indicando que a administracdo vaginal de CUR é promissora para tratamento de Candida.

No trabalho de Amaral et al.58 em 2016, os autores realizaram uma revis&o literaria a respeito
dos agentes antimicrobianos inclusos em materiais restauradores, € se os mesmos tém agdo contra
bactérias cariogénicas. Alguns estudos analisado por eles mostraram que a incorporacdo de agentes
antimicrobianos aos materiais restauradores, inibem o crescimento de Streptococcus ssp.e Lactobacillus

em ambiente laboratorial, porém por mais que os antimicrobianos colocados em materiais restauradores
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tenham agido na viabilidade e bactérias cariogénicas em laboratorio, a prevencao para a carie ainda é
desconhecida. Diversos estudos foram avaliados por eles, sendo que apenas 1 relatou avaliagéo
prolongada (por 6 meses), os outros avaliaram a agao antimicrobiana por um periodo inferior a 1 semana.
Nenhum artigo selecionado avaliou o efeito anticarie.

Um estudo realizado por Palmer®®, de 2016, fez uma revisdo sobre a resisténcia dos
microrganismos aos antibiéticos que os cirurgides dentistas geralmente prescrevem. No estudo enfatizou
que para sanar problemas com infecgdes dentérias, cirurgides dentistas fazem a prescricédo de
antibioticos, porém com a resisténcia dos microrganismos a esse tratamento, vem a grande preocupagao
dos genes resistentes poderem se espalhar, outras complicagdes que podem existir com 0 uso de
antibioticos s@o reagdes alérgicas, toxicidades e efeitos colaterais. Relatou também que, existe
atualmente um numero crescente de mortes por conta de infecgdes resistentes a antibiéticos, e o numero
vem crescendo cada vez mais. Esse problema tem ocorrido por conta da prescricdo inadequada e
aumento do consumo. O estudo ressaltou que o uso indiscriminado de antibioticos também tem sido
associado ao aumento de infecgdes por Clostridium. E indicou que quando houver prescrito antibiético,
avaliar o paciente 2, 3 dias depois, caso o inchago e temperatura voltarem ao normal, deve-se suspender
o tratamento. Prescri¢do profilatica de antibiético € indicada para pacientes suscetiveis a infec¢do por
conta de doencas pré-existentes ou por apresentar alto risco. Alguns estudos vistos pelo autor mostraram
que o uso de antibidticos no caso de pos-operatérios ndo tem vantagens para prevengao de infecgao se
for realizado uma boa assepsia. Concluindo assim que antibiéticos devem ser prescritos apenas quando
necessario.

No trabalho de Featherstone et al.”® em 2018, os autores fizeram uma revisdo de literatura de
agentes de remineralizagéo e anti-carie. Segundo as informagdes relatadas, uma nova filosofia para
remineralizar, impedir lesdes cavitadas e preservar a saude e estrutura dentaria é avaliar os riscos tendo
uma detecgdo precisa e precoce das lesdes de carie, porém métodos modernos para modificar biofilme
e remineralizar a estrutura dentéria ndo serao Uteis se ndo modificarmos 0 meio reduzindo a exposi¢éo
aos fatores de risco. Os autores mencionaram que, muitos estudos contendo estratégias para o controle
de cérie vem sendo estudado, como o uso de prata, efeito combinado de arginina e fllor, tecnologia de
fluoreto estanhoso, um novo peptidio e o0 uso de remineralizagdo avangada assistida eletricamente. O

grande desafio, porém, é que seja uma forma econdmica, acessivel e de facil entrega.

3.2 Patologias Bucais e Microrganismos

No trabalho de Akpan e Morgan!, em 2011, os autores realizaram uma revisdo de literatura
sobre a candidose oral. Segundo as informagdes relatadas, a candidiase € uma infecgéo oportunista e é
causada pelo fungo do tipo levedura, sendo em sua grande maioria espécies de Candida albicans. A
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C.albicans geralmente estd na cavidade oral de pessoas saudaveis, sem causar problemas. Em
pacientes imunocomprometidos, uma infecgdo pode chegar a corrente sanguinea levando a uma
infeccdo grave, podendo levar a morbidade e mortalidade. Os fatores predisponentes incluem extremos
de idade, diabetes mellitus, pacientes com HIV/AIDS ou leucemia, uso de inaladores de aerossois
esteroides, antibidticos de amplo espectro, drogas psicotropicas e pacientes com doengas terminais.
Também foi relatado que, a fungdo da glandula salivar prejudicada pode predispor a candidiase. A
secre¢cdo da saliva provoca um efeito dilucional e remove organismos da mucosa. Proteinas
antimicrobianas em saliva como lactoferrina, sialoperoxidase, lisozima, polipeptideos ricos em histidina
e anticorpos anti-candida especificos, interagem com a mucosa oral, evitando o crescimento excessivo
de candida. O crescimento de candida na saliva € aumentado pela presenca de glicose e sua aderéncia
as células epiteliais orais é reforgada por uma dieta rica em carboidratos. Apontaram também a
necessidade da utilizagdo do correto tratamento antifungico e da possibilidade de tratamentos profilaticos
em pacientes com comprometimento imunoldgico. Os tratamentos relatados foram aqueles baseados
em antifingicos topicos e sistémicos.

No trabalho de Samaranayake e Matsubara’?, em 2016, os autores realizaram uma reviséo de
literatura sobre o ecossistema oral. Segundo as informagdes relatadas, o microbioma oral existe
suspenso em saliva como organismo de fase plancténica ou ligado a superficies orais como um biofilme
de placa. O desequilibrio ou a dishiose dentro dos biofilmes da placa leva a acometer doengas bucais
como carie e doenca periodontal. Relata também que as bactérias séo o grupo mais predominante de
organismos na cavidade oral, tendo entre 500 a 700 espécies orais. Caracteristicas fisico-quimicas como
pH, oxigénio, temperatura e outros, influenciam o estabelecimento de microrganismos, criando assim
uma microbiota complexa. Apontaram também que foi mostrado recentemente que o microbioma oral é
Unico para cada individuo. Individuos de diferentes locais do mundo podem apresentar microbiota salivar
semelhante, indicando que a espécie hospedeira é o principal determinante do microbioma oral. A flora
oral é dinémica e sua composi¢do muda a medida que a biologia da cavidade oral se altera ao longo do
tempo. Algumas horas depois do nascimento do bebe a cavidade oral ja € colonizada por
microrganismos, sendo a via salivar a principal rota de transmissé&o.

No trabalho de Larsen e Fiehn3, em 2017, os autores realizaram uma revis@o de literatura a
respeito das infecgbes geradas por biofilme dental. Segundo informagdes obtidas a saliva contém 108 a
109 bactérias por mililitro. De acordo com conhecimento atual visto, bactérias de biofilme sao a principal
causa de doengas. Os colonizadores iniciais do biofilme s&o estreptococos orais (primeiramente
Streptococcus mutans) seguidos de espécies de Actinomyces. Estas bactérias também estao presentes
na saliva e pode originar da profundidade da lingua. Também apontaram que durante o desenvolvimento
do biofilme, bactérias s@&o metabolicamente ativas usando principalmente nutrientes da saliva. A
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composi¢ao do biofilme oral vai variar de diferentes locais na cavidade oral e entre os individuos. A
doenga dentaria sdo raramente causadas por bactérias exdgenas, mas principalmente por uma
reorganizacao da estrutura e composicao do biofilme que permite espécies bacterianas mais virulentas
tornarem-se dominantes. Através de estudos de cultivo isolando bactérias, mostrou associa¢do da
doenga carie com bactérias Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus juntos com alguns
Lactobacillus, porém estudos também apontaram que outras bactérias também podem estar associadas
a carie levando a ideia de que o desenvolvimento se da pelo equilibrio ecolégico existente no biofilme da
superficie do dente.

No trabalho de Colombo et al.”* em 2017, os pesquisadores avaliaram 136 criangas entre 36 a
60 meses para verificar as diferentes bactérias orais de acordo com a gravidade da céarie. Para isso, foi
realizada coleta de saliva ndo-estimulada em tubos falcon de 50 ml por 5-10 min. A coleta foi realizada 1
h ap6s a ingestdo de alimentos, para evitar contaminagéo. A saliva foi centrifugada a 10000 rpm a 4°C
durante 10 min. O sobrenadante foi armazenado a -70°C para analise futura e o pellet usado para
extracdo de DNA e anélise microbiana de gPCR. Os resultados mostram que os niveis de S. mutans
foram positivos, tendo relacdo com a baixa escolaridade da mae e com a mamadeira antes de dormir.
Para S. sobrinus, foi observada correlagdo negativa para ajuda do adulto com a escovagéo dos dentes.
A frequéncia da amamentagao teve correlagéo positiva entre S. wiggsiae ou Bifidobacterium spp. S.
salivarius correlacionou-se negativamente com a frequéncia de amamentagao. Os niveis de S. mutans
aumentaram com a gravidade da carie. Em contraste, os niveis de S. salivarius foram significativamente
maiores em CF em comparagéo com criangas com ECC e S-ECC. N&o houve estatistica diferenca entre
os grupos para S. mitis, S. oralis, A. naeslundii ou Lactobacillus spp. niveis. Houve correlagdo positiva
entre as espécies bacterianas avaliadas neste estudo. Portanto, concluiram que as espécies
Bifidobacterium, Scardoviawiggsiae e S. sobrinus, em associacdo com o S. mutans, estdo relacionadas

com a severidade das lesdes de caries em criangas.

3.3 Saliva

No trabalho de Couto e Lopes’™, em 2010, os autores avaliaram o fluxo salivar de adultos
saudaveis. Para isso, utilizaram saliva estimulada de 100 pacientes entre 20 e 59 anos. Antes da coleta
foi avaliada a condigao dentéria pelo indice CPO-D. No estudo foi observado que individuos com histéria
de carie possuiam menor fluxo salivar e que na presencga de alteragbes dos padrdes salivares alguns
microrganismos proliferam de forma exacerbada e utilizam das proteinas salivares para aderir @ mucosa,
fazendo com que as bactérias colonizem e gerem infecgbes. Foi observado também que a redugdo do

fluxo salivar ndo depende da faixa etaria.
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No trabalho de Dawes et al.”8em 2015, os autores realizaram uma revisao de literatura sobre as
funcdes da saliva humana. Segundo as informagdes obtidas, as fungdes incluem a manutencdo de uma
mucosa oral imida, que é menos suscetivel a abraséo, e a remogao de microrganismos, células epiteliais
descamadas, leucdcitos e restos alimentares para degluticdo. Foi relatado também que a saliva age
como um tampé&o para proteger mucosas orais, faringeas e esofagicas do acido oralmente ingerido ou
do &cido regurgitado do estomago. Para facilitar a eliminagdo de matérias acidos da boca, contém na
saliva bicarbonato como tampéao e ureia. A saliva contém muitos agentes antimicrobianos, antivirais e
antifungicos e ajuda também facilitando a cicatrizagéo de feriadas orais. O fluxo médio de saliva néo
estimulada em pessoas saudaveis esta na faixa de 0,3 a 0,4 mL/min, a ndo estimulada de <0,1mL/min é
considerada hipofungéo. O fluxo salivar tem pico no final da tarde e durante o sono é extremamente
baixo. Dessa forma, a hora do dia de coleta ou medi¢ao da taxa de fluxo deve ser especificada. O estudo
também relatou que embora a saliva contenha 99% de agua, contém mucinas que sao sintetizadas pelas
gléndulas. As mucinas séo glicoproteinas fortemente glicosiladas, elas formam um revestimento em toda
a superficie da cavidade oral e atuam como um lubrificante. Essas mucinas fazem parte da pelicula de
esmalte adquirida e estdo presentes no biofilme. A capacidade lubrificante da saliva pode ser pela
combinagdo de mucinas e proteinas. A saliva € a primeira linha de defesa, fazendo a diluicio de qualquer
material absorvido. Esses efeitos sédo melhorados pela ligagéo as proteinas basicas ricas em prolina e
histatina. A saliva desempenha muitos papeis na prote¢cdo dentaria contra abraséo, atrito, eroséo e
caries, pois nela contém substancias como: calcio, fosfato e bicarbonato. A saliva contém proteinas e
peptideos que demostraram ter efeitos antibacterianos, antivirais e antifungicos, mas como a boca é
conhecida por ter cerca de 700 espécies diferentes de microrganismos eles ndo estdo presentes em
concentragdes suficientes para eliminar os membros da flora oral normal, mas com uma boca higiene
oral é possivel manter a proporgao da flora oral prejudicial em niveis baixos para a manutencao da saude
bucal. Eles podem também impedir infecgdes sistémicas e alguns microrganismos patogénicos.

No trabalho de Takeshita et al.”” em 2016, os pesquisadores avaliaram a variagao do microbioma
salivar entre adultos japoneses e condi¢des relacionadas a saude bucal, sendo associadas ao
microbioma salivar. Foram avaliados 2.343 adultos, sendo calculadas as populagdes bacterianas, a
medida de avaliagao foi chama de PD. Para essa avaliagao foi realizada coleta de saliva, sendo ela
estimulada ao mascar chiclete por um periodo de 2 min. As amostras foram coletadas e armazenadas a
-30°C. Posterior a esse procedimento, foi realizada analise de sequenciamento de gene e identificadas
as espécies, sendo classificadas como OTUs. As chamadas OTUs correspondiam a espécies
bacterianas como Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Granulicatella adiacens, Neisseria
flavescens, Rothia mucilaginosa e Prevotella melaninogenica. Houve adi¢do de OTUs, correspondendo
a patdgenos periodontais como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia,
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Treponema denticola e Filifactoralocis, e também patdgenos como Streptococcus mutans. Na avaliagao
do estudo sendo dividida entre dois grupos (tipo | e tipo I1), houve diferenga significativa, sendo o grupo
tipo Il com voluntarios mais jovens, apresentando maior numero de dentes presentes, menor experiéncia
de carie, bolsas periodontais mais rasas, menor indice de placa bacteriana e uma menor proporgéo de
individuos fumantes. Os resultados mostraram que a idade, experiéncia de carie e tabagismo, estavam

associados com o tipo salivar.

3.4 Inativagao Fotodinamica

No trabalho elaborado por Wilson e Mia’® em 1994, os autores avaliaram o efeito da
fotossensibilizagao de Candida Albicans in vitro. Para isso utilizaram dois lasers, um Hélio neon (HeNe)
géas laser e um galio de aluminio arsenieto (GaA1As) diodo laser. Na utilizagao do laser HeNe teve a
associagao da sensibilizagdo por azul de toluidina, tendo o laser uma poténcia de 7,3 mW e emitindo a
luz com um diametro do feixe de 1.3 milimetros em um comprimento de onda de 632.8 nm. Para o laser
GaA1As utilizaram como fotossensibilizador o azul de metileno, com a poténcia do laser de 11 mW, tendo
emitido um comprimento de onda de 660 nm, com um didmetro de 9 milimetros. A Candida albicans
utilizada foi cultivada em condi¢cdes aerdbias em caldo (BHI) a 37°C por 18h. Aliquotas de 50 uL de
suspensao de levedura no caldo BHI foram utilizadas em placa de 96 pogos, sendo o fotossensibiliador
adicionado a cada pogo referente a cada tratamento, chegando em uma concentracao final de 100ug/mL.
O tempo de incubagao utilizado nos tratamentos foi de 5 min, sendo expostos a luz por 120s, no grupo
(Luz+ sensibilizador+). No grupo que foi utilizado (Luz+ sensibilizador-), teve 0 mesmo tratamento porem
sem a utilizacdo do fotossensibilizador. Em outro grupo (Luz- sensibilizador+), foi utilizado o
fotossensibilizador porém sem a exposicao da luz. Apés o tratamento foi realizado diluicbes seriadas e
foram plaqueadas (50uL) em meio agar Sabouraud dextrose, sendo incubadas por 3 dias a 37°C em
condi¢cdes aerdbias. Nos grupos que tiveram o laser sozinho ou o fotossensibilizador sozinho, obteve
pouco efeito na viabilidade. O resultado mostrando a utilizacdo de laser de HeNe (energia, densidade=
66 Jicm?2), na presenca de 100ug/mL de azul de toluidina teve aumento da morte de C. albicans conforme
aumentou o tempo de pré-irradiagdo de 1-3 min, porém o tempo sendo aumentado para 10 min ndo
interferiu no numero de leveduras mortas. Para o grupo que utilizou azul de metileno em associagéo a
luz laser GaA1As (dose de energia = 1,2 J; densidade de energia = 1,8 Jicm?), ndo teve efeito sobre as
mortes de C. albicans se aumentasse o tempo de pré- irradiagéo de 2 para 4 min. Portanto, concluiram
que C. albicans sensibilizados com corante podem ser mortos por luz com laser de baixa poténcia em
condigdes semelhantes aquelas que seriam encontradas in vivo. O estudo também mostrou que a
sensibilizagao de C. albicans pelos corantes utilizados com o tempo de pré-irradiacdo de 2-3 min é uma

consideracdo importante se a técnica fosse usada in vivo.
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No trabalho realizado por Nitzan et al.”® em 1998, os pesquisadores avaliaram efeitos
fotodindmicos dos fotossensibilizadores em Acinetobacter Baumannii. Para isso, foi utilizado uma cepa
multi-resistente a antibidticos. PMNP foi adicionado antes dos fotossensibilizadores e o0s
fotossensibilizadores foram adicionados a cultura quando chegou a uma densidade 6tica de 0.1 a 660
nm. As amostras foram irradiadas a 140 mW e os fotossensibilizadores merocianina 540, cloro aluminio
ftalocianina, tetra-sulfonatofenilporfina (TPPS) e tetrametilpiridilporfina (TMPyP) foram dissolvidos até
chegar a uma concentracdo de 2,5 mg/mL. Os resultados mostraram que a utilizagédo de
fotossensibilizagao por porfirinas (naturais, semi-sintéticas ou sintéticas) na presenga de PMNP, tiveram
inibicdo do crescimento bacteriano. O tratamento com varios outros fotossensibilizadores na presenca
de PMNP exibiu apenas inibicdo marginal. O fotossensibilizador catidnico tetra-metilpiridilporfina
(TMPyP) n&o exibiu nenhum efeito fotodinamico em A. baumannii quando iluminado durante seu
crescimento em caldo BHI. As bactérias cultivadas em caldo ou suspensas em solugdo salina e tratadas
com TMPyP, resultaram em uma significativa fotoinativagdo apenas com o sensibilizador, mesmo na
auséncia de PMNP. O trabalho mostrou também que uma alta concentragéo das proteinas presentes no
BHI ou no soro impede que a TMPyP atue como fotossensibilizador contra A. baumannii. A albumina
bovina sérica na mesma concentracdo de proteina impede que o Dp (na presencga de PMNP) atue como
um fotossensibilizador. O fotossensibilizador anidnico tetra-sulfonatofenilporfina (TPPS4) ndo apresentou
efeito fotodindmico em meio de alta ou baixa proteina. Portanto, concluiram que apesar da alta
resisténcia de A. baumannii aos antibidticos, elas podem ser tratadas com Dp+PMNP ou TMPyP em
ambientes que apresentam um baixo teor de proteina. Quando a concentragéo de proteina for alta, a
eficiéncia dependera do tipo de proteina presente no meio.

No trabalho elaborado por Lambrechts et al.&0 em 2005, os autores avaliaram o efeito do plasma
sanguineo e da albumina sérica humana na inativagdo fotodinamica de espécies de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Para isso, 0os microrganismos isolados de
paciente com queimadura foram preparados e suspensos em plasma de sangue humano ou HSA. Para
a sensibilizagdo foi utilizado uma solugéo de cloreto de 5-fenil10,15,20-tris (N-metil-4-piridil) -21,23H-
porfirina (TriP [4]), sendo preparado com tampao de fosfato de sddio 50 mM, em uma concentragao de
1mM (0,78mg/mL). A concentragéo final de fotossensibilizador foi de 25 IM. A iluminag&o foi feita com
luz branca halégena de 500 W com irradiancia de 30mW/cm2, para evitar o aquecimento foi utilizado um
filtro de agua com 1 cm de espessura. Os microrganismos utilizados foram preparados chegando a uma
concentragdo de 108/109 células por mL. Apds adigdo de fotossensibilizador as suspensdes foram
transferidas para cultura de poliestireno e iluminadas. Para determinar a sobrevivéncia microbiana foi
realizado uma versao modificada das milhas e 0 método de misra, para realizar esse método suspensdes

foram diluidas 10 vezes com PBS. Apos o procedimento, gotas de cada dilui¢do foram plaqueadas em
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agar isossensitte e incubadas por 18h em 37°C para S. Aureus, P. Aeruginosae 48h para C. Albicans.
Foi feita analise de UFC/mL de amostras antes da iluminagédo, apds a iluminagdo, na auséncia de
fotossensibilizador e apds incubagéo com o fotossensibilizador no escuro. Observaram que, os S. Aureus
foi mais sensivel a PDI com fotossensibilizadores suspensos em PBS que P. Aeruginosa e C.albicans.
Quando os microrganismos foram suspensos em plasma sanguineo humano & sensibilidade a PDI
mudou, porém S.aureus permaneceu 0 microrganismo mais sensivel. Avaliando os microrganismos
suspensos em albumina, a mesma exerceu efeito protetor dependendo da dose de PDI para todos os
microrganismos. Concluiram assim que, os microrganismos avaliados podem ser foto inativados usando
Trip [4] como fotossensibilizador, porém o grau de efetividade dependera do fluido de suspenséo
utilizada.

No trabalho realizado por Dovigo et al.8" em 2011, os pesquisadores avaliaram a terapia
fotodindmica (PDI) mediada pela curcumina (CUR) contra isolados clinicos de C. albicans, C. tropicalis
e C. glabrata, em formas planctdnicas e em biofilme. Para isso, as suspensdes de Candida tiveram
tratamentos com trés concentragdes de CUR diferentes e expostas a 4 fluéncias de LED. A CUR utilizada
foi preparada em DMSO e diluida em solugao salina, chegando as concentragdes finais de 5, 10 e 20
uM. A iluminagéo foi um dispositivo de LED azul com emiss&o de 440 a 460 nm, tendo uma irradiagéo
média de 22 mW/cmz2, Aliquotas de 100ul de candida foram distribuidas em placas com 96 pocos e cada
grupo passou pelo tratamento proposto. Para o grupo PDI, houve um tempo de incubagéo de 20 min e
apds esse periodo foi realizada iluminagéo de 5,28, 18, 25,5, e 37,5 J/cm2. Para anélise da CUR sozinha,
0 grupo P+L- foram expostos pelas mesmas condi¢des porém sem exposi¢cédo a iluminagéo. O efeito da
luz também foi avaliado sem a utilizagao do farmaco, sendo determinado como grupo P-L+. Para o grupo
controle a candida n&o sofreu iluminagdo nem sensibilizagdo pelo farmaco, sendo determinado grupo P-
L-. Ap6s os tratamentos foram realizadas diluigdes seriadas e plaqueadas em meio SDA, sendo
incubadas a 37°C por 48hrs. Em culturas plancténicas houve reducdo de 4 logs na viabilidade de C.
albicans e C. tropicalis com o uso de 10 uM de CUR em todas as fluéncias de luz testadas, enquanto
que C. glabrata precisou de 20 uM de CUR, associado a fluéncias de luz a partir de 18 J / cm?. Para a
inativacdo de biofilmes quando comparado com o controle, a PDI induziu uma diminuigao significativa
nos valores de espécies de Candida. Para isolados de C. albicans e C. tropicalis, 0 uso de concentragdes
de CUR de 30 e 40 uM associado a 5,28 J / cm?, assim como o uso de 20, 30 e 40 uM a 18 J/icm?,
promoveu reducdo semelhante na atividade metabdlica dos biofiimes (P <0,05). Portanto, concluiram
que baixas concentragdes de CUR podem ser altamente efetivas para a inativagéo de isolados de

Candida quando associadas a excitagao leve.



28

No trabalho de Dovigo et al.82em 2011, os pesquisadores avaliaram a associagao da curcumina
com um diodo emissor de luz para a inativagdo de Candida albicans. Para a realizagédo do experimento
suspensdes de Candida foram tratadas com nove concentragdes diferentes de curcumina. A curcumina
utilizada foi diluida em DMSO a 10% e a fonte de iluminagao foi um diodo emissor de luz azul com
emissdo de 440nm a 460nm, tendo uma irradiagao de 22 mW/ cmz2. O primeiro teste foi para avaliar a
concentragéo de curcumina, para isso foram testadas nove diferentes concentragdes 0,005, 0,01, 0,05,
0,1,0,5,1,5,10 e 20 ym, com uma fluéncia de iluminagéo de 37,5 J/cm2. O tratamento das concentragdes
foi realizado com suspensdes padronizadas de Candida (100uL) e sendo incubadas no escuro por 20
min. Apds serem tratadas e realizado diluigdo seriada, as amostras foram plaqueadas em meio SDA,
sendo incubadas a 37°C por 48h. Através dos resultados obtidos as concentragdes que tiveram melhores
resultados para culturas plancténicas foram 5, 10 € 20 um, porém com tempos de iluminagao diferentes
para atingir as fluéncias propostas. Para tratamento de Candida em biofilme as suspensGes foram
ajustadas a uma densidade oOptica de 0,38 a 520 nm. Apds a formagao dos biofilmes, os pogos foram
lavados duas vezes com 200 pL de PBS para remover as células ndo aderentes remanescentes. Em
seguida, 100 uL de solugdo de curcumina foram adicionados a cada pogo. As concentragdes de
cucumina testadas foram 5, 10, 20, 30 e 40 ym. As amostras foram incubadas no escuro por 5 e 20 min,
seguidas de iluminagdo de 5,28 J/cm2. Para o grupo controle foi utilizado PBS no lugar de curcumina e
as amostras ndo foram iluminadas. Para avaliar os efeitos antifungicos em biofilme foi feito um ensaio
metabdlico baseado na reducdo do XTT. Para a inativacdo de suspensdes de C. albicans em
comparagao com o grupo controle, houve uma reducao significativa na viabilidade observada apés a PDI
e a diminui¢do nos valores de UFC/mL foi dependente da concentragdo de curcumina usada. As trés
concentragdes mais elevadas (5, 10 e 20 ym) foram os mais eficazes para o efeito fotodindmico e a
matanca completa do microrganismo foi conseguida com a curcumina em 20 um, com iluminagao
chegando a 37,5 J/cm2. Para a inativagdo de biofimes de Candida o grupo controle teve uma diminui¢éo
estatisticamente significativa na atividade metabdlica (teste XTT), isso sendo observado para todas as
concentragdes de curcumina testadas. Uma relagéo direta entre concentragéo de curcumina e viabilidade
de biofilme foi notada, conforme aumentava a concentragao a viabilidade diminuia. O efeito de redugéo,
porém obteve melhores resultados quando incubados por um periodo pré-irradiagéo de 20 min. Através
dos resultados obtidos concluiram que a curcumina sendo irradiada por uma fonte de luz LED azul
mostrou-se eficaz para a inativa¢do de C. albicans, tanto em forma plancténicas quanto em biofilme.

No trabalho de Araujo®, em 2012, os pesquisadores avaliaram a PDI com a curcumina sendo o
fotossensibilizador. A fonte de luz utilizada foi um diodo emissor de luz azul & 450 nm. A curcumina
utilizada foi dissolvida em agua destilada estéril chegando em uma concentragdo de 1,5 g/L antes do
uso. Foram divididos 13 voluntarios em trés grupos: L-D- (sem luz, sem droga; grupo controle), L-D+
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(tratamento apenas com a droga; grupo curcumina) e L+D+ (tratamento com droga e luz; grupo terapia
fotodindmica). Para a analise microbioldgica foram feitas coleta de saliva ndo estimulada (2mL), em dois
periodos de tempo diferentes e em trés situagdes diferentes, sendo plaqueadas em agar sangue e
realizado a contagem de UFC/mL. Os resultados mostraram que houve diferenga consideravel entre os
dois grupos experimentais quanto a efetividade da redugao bacteriana, tendo o grupo L-D + uma redugao
bacteriana de 9%, enquanto o grupo L+D+ uma reducdo de 68%. Portanto concluiram que a PDI pode
ser um procedimento utilizado para desinfecgéo da cavidade oral.

No trabalho de Araujo et al.8 em 2012, os pesquisadores avaliaram a redugdo bacteriana em
culturas de Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus. Para isso, foi utilizado a terapia
fotodindmica (PDI) ap6s sensibilizagdo com curcumina (CUR) e exposigdo a um LED de luz azul. A CUR
utilizada foi dissolvida em &gua destilada estéril, chegando as concentragdes de 0,75 e 1,5g/L. A
iluminag&o utilizada teve uma intensidade de 19mW/cm2 e um comprimento de onda de 450 nm. Para o
tratamento nos microrganismos foram preparadas suspensdes bacterianas de S. mutans e L. acidophilus,
sendo formados os seguintes grupos: grupo LD- (sem luz, sem droga), Grupo L-D + (Tratado apenas
com farmaco (curcumina), Grupo L + D- (Tratado apenas com luz) e grupo L + D + (tratado com curcumina
e luz). Aliquotas de 100ul de cultura foram colocadas em pogos com 100ul de solugéo de curcumina,
tendo um tempo de incubagao pré-irradiacdo de 5 min, apds incubagdo as amostras foram iluminadas
por 5min. Depois dos tratamentos propostos para cada grupo foram feitas diluigdes seriadas preparadas
em caldo BHI, e as aliquotas de 100 uL foram espalhadas sobre as superficies das placas agar-sangue
e, em seguida, incubados por 72 h. Os grupos L-D- e L-D + foram mantidos nas placas a temperatura
ambiente no escuro, cobertos com folha de aluminio (incubag&o), ao mesmo tempo que o tempo de
irradiacéo, e o grupo L + D- foi irradiado com luz azul do laser de diodo por 5 min a temperatura ambiente
na auséncia do farmaco. Os efeitos da PDI sobre as culturas planctonicas de S. mutans e L. acidophilus
mostraram que, o grupo (L+D+) continha um numero significativamente menor de bactérias (p < 0,5) do
que qualquer outro grupo. Redugdes de 54% e 91% foram obtidas para 0,75 e 1,5 g/L, respectivamente.
As diferengas entre as fragdes médias de sobrevida para os demais grupos foram bastante baixas. O
efeito de S. mutans a curcumina de 0,75 g/L e subsequente iluminag&o, resultou em uma redugéo de
68% (p < 0,9) de células viaveis. Quando a concentragao de curcumina foi de 1,5 g/L, obteve-se uma
reducédo de 100% para a fragao de sobrevivéncia bacteriana (p< 0,5). Nas suspensdes de L. acidophilus
com a utilizagdo de 0,75 g/L de curcumina e iluminagdo, houve uma redugéo de 21% (p>0,5). Porém
quando se utilizou uma concentragdo maior de curcumina 1,5 g/L, observou-se uma redug¢do maior de
37,6% (p<0,5). Observou-se também que, sem curcumina, a irradiag&o luminosa isoladamente (L+D-)
nao afetou a viabilidade dos microrganismos. Portanto, através dos resultados concluiram que S. mutans

e L. acidophilus foram suscetiveis a curcumina na presenca de luz azul, mas em uma extensao diferente.
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No trabalho de Ribeiro et al.85 em 2012, os pesquisadores avaliaram o efeito fotodindmico da
curcumina em Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) em comparagdo com S. aureus
suscetiveis (MSSA) e fibroblatos L929. Para isso, suspensdes de MSSA e MRSA foram tratadas com
curcumina em diferentes concentragdes e expostas a uma fonte de iluminagdo. Suspensdes de MSSA
(100ul) foram colocados em placas de 96 pogos e adicionado o fotossensibilizador. As concentragdes
finais de curcumina utilizadas foram 0,1 0,51, 5, 10 e 20 uM. Ap6s incubag&o por 20 min as suspensdes
foram submetidas a trés fluéncias de luz (18,0 25,5 e 37,5 J/cm? Para avaliar apenas o efeito da
curcumina, suspensdes passaram pelo mesmo procedimento, porém sem serem submetidas a fonte de
iluminacao (C+L-). Para avaliar o efeito da exposicédo de iluminagéo, células foram expostas a luz LED,
porém sem o contato com a curcumina (C-L+). Amostras expostas a luz com curcumina foram
consideradas controle negativo (C-L-). Apds o teste com MSSA, as concentragdes mais promissoras
foram utilizadas contra MRSA. Para determinar a sobrevivéncia, aliquotas dos experimentos foram
diluidas em série, plaqueados e incubados a 37°C por 24h. Depois do tempo de incubacao foi realizada
a contagem de UFC/ ml. Para os fibroblastos L929, foram colocadas aliquotas de 350 uL de curcumina
em concentragdes finais de 5, 10 e 20 uM, que mostraram mais resultados com os experimentos
anteriores. As amostras passaram pelo mesmo tempo de incubagado (20 min), sendo depois iluminadas
pela fluéncia de melhor resultado (37 J/cm?). Os mesmos grupos foram utilizados, porém para avaliar a
viabilidade de fibroblastos foi realiza a produgdo de desidrigenase succinica. Para esse proposito, foi
feito ensaio de metiltetrazdlio (MTT) e para analise de morfologia foi feito o0 MEV. Nos resultados foram
observados que, as maiores concentragdes de curcumina em combinagdo com qualquer fluéncia de luz
resultou na eliminacdo completa de MSSA. Para MRSA, a concentragdo de 20 yM combinada com
iluminacao de 37,5 Jlcm? que obteve inativagdo completa das suspensdes bacterianas. Para as células
L929, teve uma diminuigao de 68,1% 75,1% e 80% quando expostas a 5, 10 e 20 uM de curcumina com
iluminacdo. Para analise de toxicidade ndo houve diferenca significativa. Para avaliagdo do MEV o grupo
controle e 0 grupo apenas com curcumina permaneceram aderidos ao substrato. Portanto concluiram
que, a utilizacdo da curcumina com a fonte de iluminagéo LED consegue ser eficiente, principalmente
contra bactérias.

No trabalho realizado por Paschoal et al.86 em 2013, os pesquisadores avaliaram a eficacia in
vitro da terapia fotodindmica em culturas planctonicas de Streptococcus mutans, usando como
fotossensibilizador a curcumina. Para a iluminagao foi utilizado um diodo emissor de luz (LED) azul, com
emisséo de luz de 400 a 500 nm, tendo intensidade de 240.1 mW/ cm?. As fluéncias testadas no estudo
foram de 24, 48 e 72 J/lcm2 A curcumina utilizada teve 3 diferentes concentragdes (2000, 4000 e 8000
MM). Suspensdes contendo 500 pL de Streptococcus mutans foram transferidas para placas de 24

pogos. Os tratamentos foram divididos em 4 grupos, o grupo controle (sem curcumina e sem luz), o grupo
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C (com curcumina e sem luz), o grupo L (sem curcumina e com luz) e o grupo PDI (com curcumina e
com luz). Ap6s o experimento aliquotas foram plaqueadas em agar BHI e incubadas a 37°c por 48 h,
depois desse periodo foi feita a contagem de UFC/mL. Os resultados apontaram que, O grupo C + L +,
em condi¢Oes experimentais especificas, demonstrou uma redugéo bacteriana 70% maior que o grupo
CL-. Ambos os grupos C-L + e C + L- apresentaram uma ligeira diminui¢do na contagem bacteriana de
log. Concluindo assim que esse método pode ser capaz de reduzir S.mutans em suspensdes
planctdnicas.

No trabalho realizado por Leite et al.8” em 2014, os pesquisadores avaliaram desinfecgéo oral 1
e 2hrs apds tratamento com a PDI, tendo utilizado luz azul e curcumina. O laser utilizado foi o laser de
diodo (LED) (455+-30nm). Foi aplicada a luz por 5 min, produzindo uma densidade de energia de
200J/cm2. A formulag&o usada foi curcumina (1,5 g/L) em dimetilsulféxido (DMSO) (0,1%), diluida em
agua destilada autoclavada (980 L) para chegar a concentragdo de 30mg/L. Os voluntarios fizeram
bochechos(20mL) com CUR por 5 min, apds esse procedimento foi aplicado luz azul por 5 min. Da
mesma forma a cavidade oral do grupo da luz foi iluminado por 5 min e o grupo da CUR apenas com
bochechos por 5 min. Foi feita coleta de saliva antes do tratamento e ap6s o tratamento (1h e apés 2h),
as amostras tiveram diluicdo seriada e aliquotas de 100uL foram cultivadas em agar sangue por 48h a
36°C, apos incubagéo o numero de UFC/mL foi determinado. Os resultados mostraram que, o grupo PDI
teve reducéo de 1 log em UFC/mL no p6s tratamento de 1 e 2h, em comparagao com o pré-tratamento.
N&o houve mudangas significativas para o grupo de luz. O grupo da CUR mostrou aumento significativo
nas contagens de coldnia apos 1h, em comparagao com o pré-tratamento, tendo caido os valores apos
2h. O grupo PDI mostrou diferenga significativa em reducdo de microrganismos se comparado aos
grupos de luz e CUR. Concluiram assim que, a utilizagdo de LED azul com a CUR em PDI teve reducao
de microrganismos salivares que duram 2h, podendo ser um potente desinfetante oral prévia a
procedimentos clinicos.

No trabalho de Tonon et al.88 em 2015, os pesquisadores avaliaram o efeito da terapia
fotodinamica, tendo como fotossensibilizador a curcumina, em modelo de suspenséo planctonica de
Streptococcus mutans. A fonte de iluminagéo utilizada foi um emissor de luz azul com trés fluéncias
diferentes testadas (24, 48 e 72 Jicm?), tendo uma intensidade de 240.1 mW/cm?. A curcumina utilizada
foi testada em diferentes concentragdes (0,75mg/mL, 1,5mg/mL e 3 mg/mL). Os tratamentos foram
divididos em 4 grupos, sendo o grupo controle (sem curcumina e sem luz), o grupo C (com curcumina e
sem luz), o grupo L (sem curcumina e com luz) e o grupo PDI (com curcumina e com luz). Suspensfes
de 500 pL de S. mutans foram utilizadas e incubadas com o fotossensibilizador 60 segundos antes da
iluminacao (tempo de pré-irradiacdo). Apds cada tratamento aliquotas foram plaqueadas em agar BHI,
incubadas e feita a realizagdo da contagem de UFC/ml. Os resultados demonstraram que houve uma
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redugdo bacteriana de 70% no grupo PDI, para os grupos C e L ocorreu uma baixa reducédo bacteriana
porém nao apresentou toxicidade. Concluiram assim que, a terapia fotodindmica com a utilizagéo da luz
LED azul e a curcumina apresentou efeito antimicrobiano em cepa padréo de S.mutans em modelo de
suspenséo plancténica.

No trabalho elaborado por Santezi et al.8 em 2016, foi avaliado a inativagdo de patogenos
usando a terapia fotodindmica (PDI), curcumoides e luz led. Para isso, foi realizada a coletada de 10mL
de saliva ndo estimulada em tubos falcon de 50 mL. A formulagdo composta por curcumadides foi filtrada
com uma membrana de 0,22 mm antes de sua utilizagdo. Foi utilizado um led azul (440nm +- 10 nm)
com l&mpadas (1W) com iluminagdo simultanea. A poténcia de uso do led foi de 30 mW/cm2, tendo
fluéncia de 1,8 J/cm? e 9 J/cm?. Ap6s cada tratamento 100 uL de cada contetdo foi diluido em série e
plaqueado em &gar sangue com a técnica da gota. As placas foram incubadas a 37C por 48h. Portanto,
concluiram que todos os grupos tiveram reducao significativa no log10 (UFC/mL), se comparado ao grupo
controle que utilizou s6 luz. O uso de 3,0 g/L de formulagdo com 9,0 J/cm? foi o protocolo de PDT mais
efetivo, chegando em uma média de 2,54. O uso de clorexidina em 0,12% por 5 min levou a auséncia
total de col6nias. Quando usado por 1 min, seu efeito foi semelhante ao PDT usando 3,0 g/mL de
formulagdo com 9,0 J/cm? de iluminag&o. Apenas com o uso da luz ndo teve efeito significativo.

No estudo realizado por Panhodca et al.®0 em 2016, os pesquisadores avaliaram a terapia
fotodindmica em pacientes ortodénticos com a utilizagdo de curcumina (CUR) e sulfato de sddio (SDS).
Para isso, 0s voluntarios (50) foram distribuidos em 4 grupos: grupo light (s6 com luz, sem farmaco),
grupo PDI (com CUR e luz), grupo PDI + S (CUR + luz + SDS) e o grupo clorexidina (que foi usado
apenas CLX). O FS foi preparado com adigéo de 0,1% de SDS em curcumina de 1 g/L. Para irradiagéo
foi utilizado LED de luz azul (450 — 10 nm), com poténcia ¢tica de 200 mW e intensidade de energia de
80 mW/cm?. Os dentes e a cavidade oral foram irradiados por 180s, tendo uma dose de energia utilizada
de 14 e 85 Jlcm2 Para os grupos PDI e PDI + S os voluntarios fizeram bochecho com o farmaco
correspondente por 2 min. Os voluntarios do grupo light, bochecho com solugao de DMSO 5% durante o
mesmo tempo e o grupo CLX foi feito bochechos com clorexidina 0,12% por 30 s. Apds os bochechos
foram irradiados 360 s (100 J/cm?). A saliva ndo estimulada foi coletada antes do tratamento, apds o
bochecho e ap6s tratamento com PDI foi coletada novamente em tubos falcon de 15 mL. Aliquotas de
100 mL de cada amostra foram diluidas em 900 mL de solugéo salina tamponada com fosfato. Foi feita
diluicdo seriada 105 com a saliva e 25 pL plaqueadas em meio de cultura mitis salivarius, sendo
incubados 48h em 37°C e feita a contagem de UFC/mL. Os resultados mostraram que, a redugao de S.
mutans para os grupos de PDI, PDI + S e CLX foram 0,55-0,27, 1,61-0,41 e 3,34-1,66 log10 UFC/mL.
Os grupos com maior redugao bacteriana foram PDI + S e CLX. Nao houve diferenga significativa entre
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PDI + S e CLX. O estudo concluiu que a CUR com surfactante e luz azul tem potencial de reduzir S.
mutans em saliva.

No estudo feito por Donato et al®' em 2017, os pesquisadores compararam dois
fotossensibilizadores (Photogem e CUR natural) na terapia fotodindmica. Para isso, foram selecionados
50 voluntérios, ficando n=5/grupo. Os grupos estudados foram para cada fotossensibilizador, controle de
agua; controle de FS; controle de luz e 2 concentragdes de FS (25 e 100 mg/L). A CUR utilizada tinha a
composicdo de 60% de curcumina e 40% de DMSO a 1%, sendo solubilizado em etanol 99,9%. As
solugdes finais para teste foram 25 e 100 mg/L em &gua destilada. O photogem também foi utilizado
nessas concentragdes, para isso foi adicionado 5 mg/mL de solucéo estoque. No grupo controle foi feito
0 bochecho com agua destilada. Antes das aplicagdes de luz os pacientes fizeram 3 bochechos por 1
min com 15 mL de solugdo contendo FS. Para iluminagao da CUR foi usada luz azul na faixa de 450 nm
e para Photogem luz vermelha de 630nm com intensidade de 100 W/cm2. Para coleta de saliva o paciente
cuspiu até um minimo de 1,0 mL, antes do tratamento, depois e 24h depois. Apos coleta das salivas elas
sofreram 6 diluigdes em soro fisioldgico e plaqueadas gotas de 25 uL em meio &gar sangue. Depois de
incubadas 48h em 37°C foi feita a contagem de UFC/mL. Os resultados mostraram que, além de n&o ter
apresentado efeito tardio o Photogem tem um custo elevado, sendo 4 vezes maior que a curcumina.
Concluiram assim que, a CUR a 100 mg/mL com 6 min de iluminag&o teve maior eficacia, pois apresentou

reducao de microrganismos apds o tratamento e apés 24h.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Delineamento Experimental

Trata-se de estudo experimental laboratorial no qual diferentes individuos forneceram amostras
de saliva ndo estimulada, sendo entdo as amostras de saliva distribuidas aleatoriamente em diferentes
grupos. Como variaveis de desfecho tem-se o numero de unidades formadoras de coldnia por mililitro
(UFC/mL), avaliadas em quatro diferentes meios de cultura para identificagcdo presuntiva de espécies
selecionadas. Como variaveis independentes tém-se o tratamento (em trés niveis) e formulagéo (em dois
niveis). O cruzamento dessas varidveis deu origem a seis grupos experimentais, 0os quais estao

mostrados no Quadro 1 e serdo detalhados mais adiante nesta se¢éo.

Quadro 1 - Grupos experimentais segundo as variaveis independentes avaliadas (Tratamento e Formulagao)

Formulagao
Tratamento CL DMSO 10%
PDI (Inativagdo Fotodinamica) PDI-CL PDI-DMSO
CUR (Apenas Curcumina) CUR-CL CUR-DMSO
Controle (Apenas o veiculo das formulagdes) C-CL C-DMSO

Fonte: Elaboragao propria.

4.2 Selecao dos Participantes

O protocolo de pesquisa foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
da FOAr para apreciacdo tendo sido autorizado para sua realizagdo (CAAE: 92066218.0.0000.5416)
(Anexo A). Além disso, foram asseguradas as normas da Biosseguranca da Faculdade de Odontologia
de Araraquara — UNESP durante todos os procedimentos da pesquisa.

A forma de amostragem adotada foi a ndo probabilistica composta por um total de 10 alunos de
pds-graduacao da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. O tamanho amostral foi definido
com base em estudos prévios que utilizaram amostras de saliva para avaliagdes antimicrobianas3?:32.92.93,

Para participagéo na pesquisa, todos os individuos passaram por um exame clinicoe anamnese
e atenderam aos seguintes critérios de inclusao:

- N&o apresentar sinais e/ou sintomas de doengas infecciosas na cavidade bucal;

- Apresentar saude sistémica (auséncia de doengas cronicas);

- Né&o etilista;

- N&o tabagista;
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- Nao estar gravida;

- Apresentar idade entre 18 e 40;

- Nao estar utilizando solugdes antimicrobianas ou outras solu¢des de bochecho ha pelo menos
1 més;

- N&o ter feito uso de antibidticos nos ultimos 3 meses;

- N&o estar utilizando dentifricios com agéo antimicrobiana.

4.3 Aquisi¢ao das Amostras de Saliva

Os participantes selecionados foram orientados para ndo ingerirem alimentos e bebidas, e
também para n&o realizar higiene oral duas horas antes do horario definido para a coleta. Previamente
a coleta, o participante realizou um bochecho com 50 mL de agua destilada estéril por 30 segundos, a
qual foi descartada. Apos dez minutos da realizagdo do bochecho, a saliva ndo estimulada foi coletada
em tubos tipo Falcon estéreis (Nest Biotechnology Co. Ltd., China) até se atingir um volume minimo de
10 mL(Figura 1). O conteido salivar de cada participante da pesquisa foi devidamente lacrado e
armazenado a 4°C até o momento da aplicagdo dos tratamentos, que ocorreu em no maximo 2 horas

apds o procedimento de coleta894,

Figura 1 - Tubo falcon contendo a amostra total de 10mL de saliva ap6s coleta

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.4 Fotossensibilizadores e Fonte de Luz

A formulagéo de CUR em CL e DMSO 10% foi preparada sob supervisdo do Prof. Dr. Marlus
Chorilli, Professor Assistente Doutor do Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, que atuou como colaborador dessa pesquisa. A formulagéo do CL
consistiu de CUR (Sigma Aldrich, USA), PPG-5-CETETH-20 (Procetyl® AWS; Croda, Brazil), Carbopol
5% (Lubrizol, Cleveland), Acido Oleico (Synth, Brazil) e 4gua ultra pura (sistema de purificagdo de 4gua
Millipore, Milli-Q Plus condutividade 18,2uS.cm-1). A formulagdo de CUR em DMSO 10% consistiu de
CUR (Sigma Aldrich, USA), Dimetilsulfoxido 10% (Synth, Diadema/SP) e &gua ultra pura. A concentragéo
de CUR nas formulagdes foi de 160 uM (Figura 2).

A fonte de luz utilizada foi um equipamento com ldampadas LED denominado de Bio Table,
desenvolvido no Instituto de Fisica de S&o Carlos — USP sob a coordenagéo do Prof. Dr. Vanderlei
Salvador Bagnato. O aparelho possuiu emiss@o de luz predominantemente em 460 nm e permitiu a
iluminacao de todos os orificios de uma mesma placa de 24 pogos de maneira uniforme e simultanea,
com poténcia em 21 mW/cm2. A dose de luz avaliada foi 18 J/cm?, sendo correspondente a 14 minutos
e 17 segundos de iluminag&o. A concentragdo de CUR e a dose de luz foram selecionadas tendo como

base estudo prévio do nosso grupo de pesquisa*:

Figura 2 - Aspecto das formulagdes de CUR utilizadas ap6s seu preparo

CUR DMSO 10%

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.5 Protocolos de Tratamentos e Quantificacao Microbioldgica

A amostra de saliva total de cada voluntario (10mL) foi agitada em vortex (KMC-1300V, Vortex
Mixer) durante 1 minuto para promover sua homogeneiza¢do. Em seguida aliquotas de 300 ul foram
assepticamente distribuidas em orificios de uma placa de 24 pogos (Kasvi, China). Foram utilizadas 5

aliquotas de 300 pl para cada um dos 6 grupos experimentais (cinco replicatas). Em seguida, as amostras
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receberam os tratamentos de acordo com o grupo experimental no qual foram alocadas (Quadro 2 e

Figura 3).

Apos os tratamentos, foi realizada a quantificagdo de células viaveis em cada amostra. Para isso,
foram obtidas dilui¢des seriadas a partir do contetido de cada orificio/amostra, realizadas com a utilizagéo
de microtubos estéreis (Axygen Scientific, México) contendo solugéo salina (NaCl 9%). As diluigdes foram
semeadas em quatro meios de cultura: Mitis Salivarius (Difco™,France) para identificagdo presuntiva de
streptococcus do grupo mutans, Man, Rogosa e Sharpe (KASVI, ltaly) para identificagdo presuntiva de
L. casei e outras espécies aciddfilas, Chromagar Candida (Difco™,France) para identificagdo presuntiva
de Candida spp e Muller Hinton (KASVI, Italy) ndo especifico para promover crescimento de microbiota
total. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas em estufa microbioldgica (Estufa bacteriolégica
TE-392/2, TECNAL), com excecdo das placas de Mitis Salivarius que necessitaram de incubagao
anaerdbica (estufa Co2, LABOVEN). Em seguida a quantidade de coldnias foi quantificada (Figura 4) e

o numero de UFC/mL foi calculado.
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Quadro 2 - Detalhamento dos grupos experimentais

GRUPO

DESCRIGAO

PDI-CL

Em cada aliquota contendo 300uL de saliva, foi adicionado 300uL da formulagdo de CUR
(160uM) veiculada em sistema CL. As amostras foram homogeneizadas utilizando a
ponteira estéril (AXYGEN, México) da micropipeta (MATE soft) e a concentragao final de
CUR atingida na amostra foi de 80uM. Em seguida, as amostras foram incubadas no escuro
por 14 minutos para fotossensibilizacao. Apds esse periodo, as amostras foram iluminadas
por 14 minutos e 17 segundos (18J/cm2).

PDI-DMSO

Em cada aliquota contendo 300uL de saliva, foi adicionado 300uL da formulagdo de CUR
(160uM) em DMSO 10%. As amostras foram homogeneizadas utilizando a ponteira estéril
(AXYGEN, México) da micropipeta (MATE soft) e a concentracéo final de CUR atingida na
amostra foi de 80uM. Em seguida, as amostras foram incubadas no escuro por 14 minutos
para fotossensibilizagdo. Apos esse periodo, as amostras foram iluminadas por 14 minutos
e 17 segundos (18J/cm?).

CUR-CL

Em cada aliquota contendo 300uL de saliva, foi adicionado 300uL da formulagdo de CUR
(160uM) veiculada em sistema CL. As amostras foram homogeneizadas utilizando a
ponteira estéril (AXYGEN, México) da micropipeta (MATE soft) e a concentragao final de
CUR atingida na amostra foi de 80uM. Em seguida, as amostras foram incubadas no escuro
por um total de 28 minutos e 17 segundos (14 minutos + 14 minutos e 17 segundos).

CUR-DMSO

Em cada aliquota contendo 300uL de saliva, foi adicionado 300uL da formulagdo de CUR
(160uM) em DMSO 10%. As amostras foram homogeneizadas utilizando a ponteira estéril
(AXYGEN, México) da micropipeta (MATE soft) e a concentracéo final de CUR atingida na
amostra foi de 80uM. Em seguida, as amostras foram incubadas no escuro por um total de
28 minutos e 17 segundos (14 minutos + 14 minutos e 17 segundos).

C-CL

Em cada aliquota contendo 300uL de saliva, foi adicionado 300uL da formulagéo vazia de
CL (sem CUR). As amostras foram homogeneizadas utilizando a ponteira estéril (AXYGEN,
México) da micropipeta (MATE soft). Em seguida, as amostras foram incubadas no escuro
por um total de 28 minutos e 17 segundos (14 minutos + 14 minutos e 17 segundos).

C-DMSO

Em cada aliquota contendo 300uL de saliva, foi adicionado 300uL da formulagéo vazia de
DMSO 10% (sem CUR). As amostras foram homogeneizadas utilizando a ponteira estéril
(AXYGEN, México) da micropipeta (MATE soft). Em seguida, as amostras foram incubadas
no escuro por um total de 28 minutos e 17 segundos (14 minutos + 14 minutos e 17
segundos).

Fonte: Elaboracdo prépria.
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Figura 3 - Imagens de algumas etapas dos protocolos de tratamentos

A: 5 aliquotas de 300 L de saliva distribuidas nos orificios de uma placa de 24 pogos; B: amostras de saliva
expostas a CUR no sistema CL apds homogeneizagéo; C: placas sendo cobertas para os periodos de
incubagdo sem luz; D: iluminagao das placa com o aparelho Bio Table.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 4 - Imagens das placas com os meios de cultura

A: Mitis Salivarium; B: MRS (Man, Rogosa e Sharpe); C: Chromagar Candida; D: Mdller Hinton.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.6 Analise em Microscopia de Fluorescéncia

Amostras adicionais de saliva dos grupos CUR-CL, CUR-DMSO, C-CL e C-DMSO também foram
submetidas a analise em Microscopio de Fluorescéncia Invertido (Leica DMI3000B) para verificar se a
CUR nas formulagdes testadas estavam sendo liberadas e incorporadas pelas células microbianas apds
o periodo de fotossensibilizagdo. Essa analise foi possivel uma vez que a CUR possuiu fluorescéncia
natural na regido do verde (488nm) que pode ser observada sem a necessidade de adi¢do de fluoréfulos
ou sondas.

Para isso, apds o periodo de incubagdo com as formulagdes, as amostras foram transferidas

para microtubos estéreis para possibilitar centrifugagao (5 min/6000 rpm). Em seguida, o sobrenadante
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foi coletado e submetido a nova centrifugacdo (10 min/5042 rpm) para formagao do pellet contendo os
microrganismos. Em seguida o pellet foi resuspendido em 50 pL de solugao salina estéril. Aliquotas foram
transferidas para Iaminas de vidro (10 L) que tinham uma camada de &gar para sua estabiliza¢do, foram
cobertas com laminula e avaliadas em microscopio de fluorescéncia com filtros de referéncia no 488 nm
para detec¢do da curcumina incorporada nas células, assim como foram obtidas imagens no campo claro
para visualizagdo total da amostra (células que incorporaram a curcumina versus células que nao
incorporaram). Utilizou-se a objetiva de imerséo de 100x. As imagens foram obtidas e processadas pelo
software LAS (version 4.4.0). O equipamento utilizado faz parte do laboratério de microbiologia aplicada
- Departamento de materiais odontol6gicos e protese da Faculdade de Odontologia do Campus de
Araraquara (FOAr)/UNESP, instalado no 4°andar da FOAr, sob orientagéo da Dra. Paula Aboud Barbugli

(assistente de suporte académico V).

4.7 Estudo Piloto para Calibragao do Pesquisador

Um estudo de reprodutibilidade foi planejado para avaliar a confiabilidade das medidas obtidas
para as variaveis em estudo (UFC/mL) previamente a coleta definitiva dos dados. Para isso 0s mesmos
passos descritos anteriormente foram realizados para a coleta de amostra de saliva de um Unico
voluntario (pesquisador principal), diluicdo da amostra em solugéo salina e plaqueamento nos diferentes
meios de cultura. Foram obtidas 10 duplicatas para cada meio de cultura. Apds incubagéo das placas de
Petri (37°C/48h), estas foram colocadas sobre um fundo preto e fotografadas com um celular (Iphone 7,
California). O nimero de coldnias foi contabilizado utilizando-se a ferramenta ‘Contagem’ do programa
Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Incorporate), permitindo que as colénias de uma mesma placa
fossem analisadas mais de uma vez. A contagem das col6nias foi realizada pelo pesquisador principal

em dois momentos distintos (intervalo de 24h), o qual esteve cego em relagdo a amostra aferida.

4.8 Analise Estatistica

Nesta pesquisa, as varidveis de desfecho investigadas foram UFC/mL no meio Chromagar
Candida, UFC/mL no meio Mitis Salivarius, UFC/mL no meio Man Rogosa Sharpe e UFC/mL no meio
Muller Hinton. Duas varidveis independentes foram consideradas: i. tratamento, em trés niveis (PDI,
CUR, Controle); ii. formulagao, em dois niveis (CL e DMSO). Em cada varidvel de desfecho, os dados
foram transformados em logaritmo de base 10 e submetidos a analise descritiva.

Os dados do estudo de reprodutibilidade foram analisados por meio do Coeficiente de Correlagao
Intraclasse (CCl)% considerando-se a concordancia absoluta e 0 modelo de Analise de Variéncia a dois

fatores mistos, para medidas médias, e seu Intervalo de Confianga (IC95%)%. Em funcéo do valor de
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CCI obtido, o grau de concordancia entre os dados foi classificado segundo a proposta de Fermanian
(1984)%7. Neste estudo foi considerado adequado um nivel de concordancia intraexaminador classificada,
no minimo, como “Boa” (=0,71).

Para os dados do estudo definitivo, foi realizado teste de Shapiro-Wilk para verificagdo do
pressuposto de normalidade dos grupos, o qual foi atendido (p=0,056) com excegao de apenas um grupo
que se mostrou proximo ao limiar de significancia (p=0,017). O teste de Levene apontou
homocedasticidade em todos os casos (p=0,147). Os dados foram submetidos a Analise de Variéncia a
dois fatores (Tratamento e Formulag&o).

O nivel de significancia adotado para tomada de deciséo foi de 5%. Todas as analises foram

realizadas usando o pacote IBM SPSS Statistics (versao 20; IBM Corporation, Nova York, EUA).
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5 RESULTADO

Os valores de CCI, obtidos como resultado do estudo piloto de calibragdo do pesquisador,
mostraram adequada reprodutibilidade intra examinador para a contagem das col6nias nos quatro meios

de cultura utilizados (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores pontuais do Coeficiente de Correlacao Intraclasse (CCl) e respectivos Intervalos de Confianga
(95%) obtidos para reprodutibilidade intra examinador segundo 0 meio de cultura. Araraquara, 2018

Meio de Cultura CCl ICo5%
ChromagarCandida 0,949 0852 H 0983
MitisSalivarius 0,997 091 H 099
Man Rogosa Sharpe 0,944 0,838 H 0,981
Muller Hinton 0,996 0987 H 099

Fonte: Elaboracdo prépria.

As Tabelas 2 e 3 mostram algumas estatisticas descritivas obtidas a partir dos dados dos dez
voluntérios em cada grupo experimental. E possivel observar, pela comparacéo das médias entre os
tratamentos, que a diferenga estre elas foi numericamente pequena. Quando a CUR foi avaliada no
sistema CL (grupo PDI-CL), obteve-se redugdes microbianas médias de 0,03; 0,15; 0,28 e 0,66 log para
os meios de cultura Chomagar Candida, Mitis Salivarius, Man Rogosa Sharpe e Muller Hinton,
respectivamente. Ap6s utilizagdo da CUR em DMSO 10%, atingiram-se reducbes de 0,14; 0,61; 0,85 e
0,78 log para os mesmos meios. Nessas tabelas também é possivel verificar elevados valores de
coeficiente de variagdo em cada grupo, indicando a alta variabilidade entre os diferentes individuos
avaliados.

A Figura 5 mostra o0 comportamento médio em cada meio de cultura. O resultado obtido apds as
analises inferenciais mostraram que, para os quatro meios de cultura, o efeito dos diferentes tratamentos
e formulagdes sobre 0 log1o UFC/mL n&o foi significativo (Tabelas 4 a 7). Esse resultado indica que tanto
a PDI como a utilizagdo da CUR isoladamente ndo promoveram reducdes na viabilidade dos

microrganismos nas condi¢des de cultivo do presente estudo.
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Tabela 2 - Estatisticas Descritivas obtidas dos valores de logio(UFC/mL) obtidos em diferentes voluntarios ap6s avaliagdo da Curcumina veiculada em sistema precursor de
cristal liquido, segundo o meio de cultura e o tratamento. Araraquara, 2018

ChromagarCandida MitisSalivarius Man Rogosa Sharpe Muller Hinton
Estatisticas PDI CUR  Controle PDI CUR  Controle PDI CUR  Controle PDI CUR  Controle

Média 2,16 2,22 2,20 3,78 4,30 3,93 3,36 3,68 3,64 4,51 5,19 5,18
Mediana 2,18 2,17 2,27 4,14 4,33 3,89 3,31 3,26 3,26 5,03 4,94 5,12
Minimo 1,19 1,04 1,07 1,78 2,74 2,82 0,87 2,59 2,55 2,34 3,60 3,49
Méaximo 2,88 2,92 2,86 5,21 5,42 5,14 5,26 5,33 5,33 6,48 7,16 6,55
Quartil 1 1,80 1,91 1,87 2,81 3,86 3,47 2,37 2,80 2,76 3,18 4,24 4,45
Quartil 3 2,61 2,80 2,70 4,65 4,80 4,26 4,48 4,61 4,57 5,83 6,04 5,92
Desvio Padrédo 0,60 0,68 0,59 1,14 0,84 0,71 1,42 1,03 1,12 1,59 1,24 1,00
CV (%) 27,84 30,78 27,01 30,05 19,51 18,08 42,20 27,94 30,63 35,13 23,79 19,26

PDI: Exposicao das amostras de saliva a Inativacdo Fotodindmica mediada pela Curcumina; CUR: Exposi¢cdo das amostras de saliva somente a Curcumina; Controle: Exposi¢cdo das amostras de
saliva somente ao veiculo utilizado em cada formulagdo. CV(%): Coeficiente de Variagao.

Fonte: Elaboragao prépria.

Tabela 3 - Estatisticas Descritias obtidas dos valores de log1o(UFC/mL) obtidos em diferentes voluntérios apos avaliagéo da Curcumina veiculada em DMSO a 10%, segundo o
meio de cultura e o tratamento. Araraquara, 2018

ChomagarCandida MitisSalivarius Man Rogosa Sharpe Muller Hinton
Estatisticas PDI CUR Controle PDI CUR Controle PDI CUR Controle PDI CUR Controle

Média 1,88 1,82 2,03 3,68 3,96 4,28 2,70 3,29 3,55 4,61 549 5,38
Mediana 1,92 1,50 2,08 3,83 415 4,30 2,52 3,04 3,55 4,72 579 5,92
Minimo 0,68 1,04 0,81 2,10 1,39 2,88 1,12 1,35 1,63 2,17 2,40 2,14
Méximo 2,85 2,87 2,73 519 545 5,62 6,04 6,01 6,05 7,65 7,70 7,68
Quartil 1 1,53 1,35 1,73 3,08 2,87 3,42 1,43 2,19 2,50 3,50 4,01 3,95
Quartil 3 2,22 2,37 2,54 4,32 5,07 5,06 3,39 3,85 4,57 5,53 6,75 6,82
Desvio Padréo 0,62 0,63 0,64 1,00 1,36 1,01 1,50 1,59 1,56 1,57 1,74 1,87
CV (%) 32,85 34,54 31,71 27,15 34,41 23,69 55,73 48,26 44,04 34,06 31,72 34,75

PDI: Exposigao das amostras de saliva a Inativagdo Fotodinamica mediada pela Curcumina; CUR: Exposi¢do das amostras de saliva somente a Curcumina; Controle: Exposi¢do das amostras
de saliva somente ao veiculo utilizado em cada formulagdo. CV(%): Coeficiente de Variagéo.
Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 5 - Valores médios e desvio padrao dos valores de log1o(UFC/mL) segundo tratamento (PDI, CUR e Controle) e formulagcdo (CL e DMSO), nos quatro meios de cultura

investigados. Araraquara, 2018.

8,0
7,0 -
6,0 -
50

4,0 -

logoUFC/mL

3,0 -
2,0 -

1,0 -

0,0 -
PDI

Chomagar Candida

8,0 4
7,0 -
6,0 -
5,0 -

4,0

log4UFC/mL

3,0 -
2,0 -

1,0 -

0,0 -

PDI

Man Rogosa Sharpe

CUR
Tratamentos

CUR
Tratamentos

Controle

Controle

mCL
= DMSO

mCL
mDMSO

8,0
7,0
6,0
5,0 -

4,0 -

logoUFC/mL

3,0 1
2,0 -

1,0 -

0,0 -

Mitis Salivarius
8,0
7,0 -
6,0 -
5,0 -

4,0

log4UFC/mL

3,0 -
2,0 -

1,0 -

0,0 -

Muller Hinton

PDI

PDI

CUR
Tratamentos

CUR
Tratamentos

Controle

Controle

mCL
mDMSO

=CL
= DMSO

Fonte: Elaboracéo propria.



46

Tabela 4 - Sumario da Analise de Varidncia a dois fatores para comparagao de médias entre grupos da variavel

log1tUFC/ML segundo tratamento (PDI, CUR e Controle) e formulagdo (CL e DMSO) para 0 meio de cultura

Chromagar Candida. Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte de Variagao SQ gl QM F p n% m
Formulagédo 1,2824 1 1,2824 32388  0,0769  0,0512  0,4251
Grupo 0,1188 2 0,0594  0,1501 0,8610  0,0050  0,0721
Formulag&o x Grupo 0,1420 2 0,0710 0,794  0,8362 0,0059  0,0766
Erro 23,7572 60 0,3960
Total 302,9116 66

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 5 - Sumario da Analise de Varidncia a dois fatores para comparagao de médias entre grupos da variavel

log1oUFC/ML segundo tratamento (PDI, CUR e Controle) e formulagao (CL e DMSO) para 0 meio de cultura Mitis

Salivarius. Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte de Variagdo SQ gl QM F p n% L
Formulagao 0,0173 1 0,0173  0,0163  0,8988  0,0003  0,0518
Grupo 2,2304 2 1,1152  1,0484  0,3568  0,0338  0,2251
Formulagao x Grupo 1,3950 2 0,6975 06557 0,227 0,0214  0,1551
Erro 63,8204 60 1,0637

Total 1117,4717 66

Fonte: Elaboragao prépria.

Tabela 6 - Sumario da Analise de Variéncia a dois fatores para comparagéo de médias entre grupos da variavel

log1o0UFC/ML segundo tratamento (PDI, CUR e Controle) e formulag&o (CL e DMSO) para o meio de cultura Man

Rogosa Sharpe. Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte de Variagao SQ gl QM F p n% L
Formulagéo 2,3674 1 23674 12297 0,2719  0,0201  0,1936
Grupo 3,9365 2 19682 1,0224 0,3659 0,0330  0,2203
Formulagao x Grupo 0,9029 2 0,4515 0,2345 0,7917  0,0078  0,0851
Erro 115,5098 60 1,9252
Total 872,2720 66

Fonte: Elaborag&o prépria.

Tabela 7 - Sumario da Analise de Variéncia a dois fatores para comparagao de médias entre grupos da variavel

log1oUFC/ML segundo tratamento (PDI, CUR e Controle) e formulagéo (CL e DMSO) para o meio de cultura Muller

Hinton. Faculdade de Odontologia de Araraquara, 2018.

Fonte de Variagao SQ gl QM F p n% ™
Formulagéo 0,6640 1 06640 0,2839 05961  0,0047  0,0820
Grupo 8,3289 2 41645 1,7808 0,773  0,0560  0,3584
Formulag&o x Grupo 0,1172 2 0,0586  0,0251  0,9753  0,0008  0,0536
Erro 140,3158 60 2,3386

Total 1839,6684 66

Fonte: Elaboracéo propria.
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A Figura 6 mostra a andlise realizada em Microscépio de Fluorescéncia Invertido com 5
voluntarios diferentes da pesquisa, para que por meio dele fosse verificado se a CUR nas formulagdes
testadas estavam sendo liberadas e incorporadas pelas células microbianas, apds o periodo de
fotossensibilizagdo. Foi analisado na primeira imagem o tratamento da PDI tendo como
fotossensibilizador a curcumina encapsulada (CL), na segunda imagem foi analisado a PDI utilizando
como fotossensibilizador a curcumina livre (DMSO 10%) e na terceira imagem foi analisado a curcumina
livre sem fonte de iluminagéo, para que dessa forma pudéssemos avaliar a agdo do farmaco apenas. As
imagens obtidas foram feitas com a sobreposicdo de imagens do campo claro e de fluorescéncia,
detalhando assim a incorporagao.

Na microscopia podemos observar que onde havia a curcumina encapsulada (CL), ndo foi
detectada fluorescéncia, significando que nao houve incorpora¢do de curcumina por esse tipo de

liberag&o. Por outro lado, na curcumina livre (DMSO 10%), foi possivel detectar incorporagéo nas células.



Figura 6 - Resultados obtidos com a sobreposi¢do do campo claro e com o de fluorescéncia
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Voluntario 2 Voluntério 1

Voluntério 3

Voluntario 4

Voluntario 5

A: PDI utilizando curcumina com cristal liquido; B: PDI utilizando curcumina com DMSO 10%; C: Utilizagao
apenas da curcumina em DMSO 10% sendo incubado.

Fonte: Elaboragéo propria.
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6 DISCUSSAO

A cavidade bucal é colonizada por bilhdes de bactérias, fungos e virus, os quais constituem o
microbioma oral. Esses microrganismos coexistem suspensos na saliva em fase plancténica ou aderidos
a superficies na forma de um biofilme®. Caracteristicas fisico-quimicas como pH, oxigénio, temperatura
e outros, influenciam o estabelecimento dessa microbiota, tornando-a Unica para cada individuo®7s.
Estudos de cultivo vém mostrando a associa¢do de doengas bucais com a presenga de bactérias como
S. mutans, Streptococcus sobrinus juntamente com espécies do género Lactobacillus, e também
espécies fungicas’s. Nesse contexto, a descontaminagdo vem sendo investigada ha anos como
tratamento pré-operatério da mucosa bucal, por meio da utilizacdo de agentes antibiofilme, contra
doengas pulpares ou periapicais42863 A utilizacdo de tratamentos locais também pode auxiliar na
reducdo da prescricdo de antibidticos sistémicos em alguns casos, os quais tem sido fortemente
relacionados ao desenvolvimento de resisténcia345969, A incorporagao de agentes antimicrobianos aos
materiais restauradores também vem sendo investigada, como meio de inibir o crescimento de
Streptococcus ssp, Lactobacillus e consequentemente atuar na prevencdo da carie2!. Outras formas
promissoras de prevengao de cérie tém sido apontadas, como o uso de pré e probidticos e estratégias
que fazem a quebra da matriz polissacaridica extracelular de biofilmes com componentes bioativos de
liberacdo de farmacos’®.Outra tecnologia que vem sendo amplamente estudada é a PDI, a qual se baseia
na combinagéo da luz visivel, oxigénio e um fotoantimicrobiano, para assim gerar espécies reativas de
oxigénio que levam a morte microbiana3®.

O objetivo principal desse estudo foi avaliar a PDI mediada pela CUR em sistema CL contendo
acido oleico para reducdo microbiana em amostras de saliva humana e especificamente para inativagéo
de espécies identificadas em meios seletivos presuntivos para streptococcus do grupo mutans, L. casei
e outras espécies aciddfilas e Candida spp. Os resultados mostraram que tanto a PDI como a utilizagéo
da CUR isoladamente ndo promoveram reducgdes significativas na viabilidade dos microrganismos nas
condigdes de cultivo do presente estudo. De fato, as redugdes microbianas médias obtidas foram de
0,03; 0,15; 0,28 e 0,66 log para os meios de cultura Chomagar Candida, Mitis Salivarius, Man Rogosa
Sharpe e Muller Hinton, respectivamente. Esse resultado ndo era esperado uma vez que diversos
estudos vém mostrando a eficacia fotodindmica da CUR sobre microrganismos bucais®!.82.84-86,.88.89 hem
como efeito antifungico da CUR quando incorporada a sistemas CL5%. Uma possivel explicagéo para
esse resultado foi levantada apo6s analise das amostras em microscopia de fluorescéncia. Nao foi
detectada presenca de CUR nas amostras de saliva, sugerindo que possivelmente o tempo de
fotossensibilizagdo utilizado previamente a iluminagdo pode néo ter sido suficiente para possibilitar a

liberagao da CUR para fora do sistema CL, impedindo que ocorresse a fotossensibilizagao das amostras.



50

De fato, 0 estudo in vitro que verificou efeito da CUR em CL sobre C. albicans utilizou um tempo de
exposicdo de 48h das amostras plancténicas ao farmaco e, somente apds esse periodo, é que a
viabilidade fungica foi estimadas®.

Apesar dessa justificativa, no presente estudo também néo se verificou efeito significativo da PDI
quando a CUR foi diluida em DMSO 10%. Nessas amostras, foi possivel identificar a fluorescéncia da
CUR, indicando que a mesma estava presente nas amostras e mesmo assim ndo promoveu
fotoinativagdo. Esse resultado é contrario ao de muitos estudos prévios encontrados na literatura. Em
2012, Aradjo et al®4. mostraram reducdo de viabilidade de 99,99% e 37,6% para S. mutans e L.
acidophilus, respectivamente, apds o uso de um sal de curcuminoides associado a luz led azul. Outros
pesquisadores® também verificaram susceptibilidade in vitro de isolados de S. mutans a PDI mediada
por um sal de curcuminoides. No entanto, relataram que a redugéo log obtida para isolados clinicos foi
menor em comparagao com cepa padrao. Outro estudo também sugeriu que as cepas clinicas séo
normalmente mais resistentes ao PDI do que as cepas laboratoriais82. Estudos anteriores ja mostraram
também que a eficacia na eliminagdo de microrganismos é reduzida na saliva em comparagao com suas
contrapartes planctonicas in vitrof183, porque a saliva pode funcionar como uma barreira ao efeito
antimicrobiano. Tudo isso sugere que a eficacia clinica do PDI depende da capacidade da terapia em
eliminar os microrganismos dentro do seu ambiente natural. Outro fato que pode ter sido relevante para
os resultados negativos sdo as concentragdes farmacoldgicas utilizadas, pois um estudo feito por Donato,
em 2017,9" avaliou 2 concentragdes diferentes de CUR em saliva (25 e 100 mg/L), e a concentragéo
maior de 100 mg/L, foi que obteve maior redugéo no numero de microrganismos apos o tratamento com
PDI e ap6s analise de 24h. Outro estudo realizado por Leite, em 2014,87 também avaliou a CUR em saliva
com uma concentragdo de 30 mg/L, mesmo com uma concentragdo baixa o estudo teve redugéo de 1
log em UFC/mL no pés tratamento de 1 e 2 h. A literatura também j& sugeriu em estudo como de
Panhoca, em 2016,% que a utilizagao de fotossensibilizadores com adi¢éo de surfactantes pode melhorar
0 desempenho da PDI para descontaminagao oral. No estudo teve a analise de 4 grupos de tratamento
(apenas com a utilizagdo da luz azul, a utilizagdo da curcumina com a luz azul, a curcumina com luz azul
e surfactante e um grupo com a utilizagao da clorexidina). Os resultados mostraram que os grupos com
maior redugdo bacteriana contra S. Mutans foi o que adicionou surfactantes e o grupo da clorexidina.

A maioria dos estudos in vitro utiliza meio de cultura ou alguma solugdo tamp&o para a suspensao
microbiana. No entanto, a consisténcia do meio de suspenséo pode influenciar fortemente a eficacia da
PDI antimicrobiana8®. Um dos primeiros estudos que buscou verificar a influéncia da saliva na PDI
mostrou que a mesma teve pouco efeito na taxa de morte obtida com uso de azul de toluidina associado
aluz de laser em amostras in vitro de C. albicans. No entanto, os autores utilizaram suspensdes fungicas

obtidas de forma padronizada in vitro e somente adicionaram saliva humana previamente filtrada, o que
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pode ter removido alguns de seus componentes’®. J& foi mostrado que a presenga de proteinas
desempenhou efeito protetor dose-dependente na PDI de C. albicans, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa®. A prote¢do mais forte foi observada para C. albicans quando suspensa em
uma suspensao de 4,5% de albumina (uma redugéo na contagem viavel menor que 1 log1o-unidade)®.
Segundo Nitzan’™, a natureza das diferentes proteinas no ambiente é fator importante que afeta a
capacidade de fotoativagdo dos fotossensibilizadores. Quando a concentragdo de proteina é alta, a
eficiéncia da fotoinativagdo depende do tipo de proteina presente no meio, muito provavelmente pela
ligagéo do fotossensibilizador ou pela extingéo das espécies reativas de oxigénio formadas’. Sabe-se
que a saliva humana contém proteinas e peptideos e que a saliva ndo estimulada também pode conter
glicose, bicarbonato e uréia’s. Ja foi mostrado que a presenga de saliva reduz a atividade antibacteriana
da clorexidina e pode ser considerado um motivo para aumentar a resisténcia de algumas bactérias. A
saliva humana pode inativar a atividade antibacteriana da clorexidina contra algumas bactérias orais até
certo ponto, induzindo processos seletivos nas populagdes bacterianas de saliva humanas32. Portanto, as
circunstancias in vivo, tais como a presenca saliva possivelmente tem potencial de interferir na eficacia
da PDI antimicrobiana e podem ajudar a compreender a auséncia de efeito observada na presente
investigacao.

Finalmente, € importante ressaltar que nesse estudo as amostras foram coletadas de 10
individuos e que uma alta variabilidade entre eles foi verificada. Estudos futuros poderdo utilizar um
numero maior de voluntarios no intuito de se entender melhor o efeito que essa variabilidade possui na
resposta a PDI, como por exemplo, possiveis caracteristicas individuais de composigdo salivar e
microbiana que podem ter exercido efeito na resposta microbiolégica. As condi¢des orais como dentes
presentes, dentes decaidos, bolsas periodontais, sangramento gengival e higiene bucal, junto com
tabagismo ja foram associadas ao perfil bacteriano salivar'®. Além disso, a utilizacdo de maiores
concentragdes de CUR bem como um maior tempo de fotossensibilizagdo poderiam ser investigados
com o intuito de melhorar a eficacia antimicrobiana, pois um estudo de Wainwright36, em 2017, mostrou
que para ocorrer a morte celular pode ser necessario que ocorra a internaliza¢éo do farmaco, fator esse
que pode ndo ter ocorrido por conta de um tempo inadequado de incubagdo para a concentragdo

utilizada.
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7 CONCLUSAO

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

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

Rogosa Sharpe e Muller Hinton, respectivamente.

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

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

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

utilizadas.
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