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Resumo

A terapia fotodindmica (TFD) atua por meio de processos fotodindmicos que ocorrem pela atividade
do fotossensibilizador (FS) que ao ser excitado por uma fonte de luz em um comprimento de onda
especifico, interage com o oxigénio molecular e resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio.
Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana da curcumina (CUR) como FS na TFD sobre biofilmes
microcosmos de estomatite protética. Metodologia: O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos do ICT/Unesp (n° 5.827755) para coleta de
amostra de paciente com estomatite protética. A atividade antimicrobiana da CUR sobre os biofilmes
microcosmos formados in vitro foi determinada pela viabilidade celular. Resultados: No geral a TFD
reduziu 2,1 logio do total dos microrganismos, 1,6 logio dos estreptococos, 2,0 logio dos estreptococos
do grupo mutans, 1,5 logio dos lactobacilos, 3,7 logio dos estafilococos e 1,1 logio das leveduras.
Conclusbes: A TFD associada a CUR foi capaz de reduzir o nimero de microrganismos totais,
estreptococos, estafilococos, lactobacilos e leveduras dos biofilmes microcosmos coletado de
pacientes com estomatite protética.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica. Biofilme microcosmos. Estomatite protética.
Area do Conhecimento: Ciéncias da satde, Odontologia.
Introducgao

A estomatite protética caracteriza-se por uma lesédo assintomatica que acomete cerca de 75% dos
usudrios de protese. De modo, concomitante pode ocorrer colonizagao fungica da superficie das
proteses acarretando inflamacdo cronica da mucosa, desconforto e sensacao de ardéncia, o que
influencia negativamente a qualidade de vida do paciente. Nesses casos Candida albicans é o agente
de maior relevancia na origem, manutencédo e agravamento da estomatite protética. (CONTALDO et
al., 2019, HELLSTEIN at al.,2019).

Os biofilmes s&@o comunidades microbianas complexas, aderidas a uma superficie biodtica ou
abidtica e imersas em uma matriz exopolimérica autoproduzida. Esta organizacdo reduz a
sensibilidade dos microrganismos aos agentes antimicrobianos, tornando as infeccGes associadas a
biofilme um grande desafio clinico. Na pesquisa, os biofiimes podem ser analisados em estudos in
vitro e in vivo. Os biofilmes in vitro envolvem fatores bem regulados, o que os distanciam das
situacdes reais em que ocorrem no hospedeiro. Em contrapartida, os biofilmes in vivo, exigem
modelos experimentais bem definidos, o que pode ser extremamente complexo e de dificil execucéo.
Neste cenario, uma alternativa € o modelo de biofiime microcosmo que exibe capacidade de
reproduzir em condi¢Bes laboratoriais a biodiversidade da cavidade oral humana, suprimindo as
limitagBes do estudo in vitro. Para tanto, o biofiime é estabelecido a partir de material biolégico
coletado de um sitio de infeccdo, representando a biodiversidade do biofilme devido a presenca de
microrganismos de diferentes espécies ou mesmo de diferentes reinos, como bactérias e fungos.
Soma-se a esse cenario a resisténcia que 0s microrganismos tém exibido frente a terapia
antimicrobiana convencional, reforcando a importancia de se estabelecer novas terapias antifingicas
(ARAUJO et al.,2022, TALAPKO et al.,2021, MENDEZ et al 2018)
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Neste contexto a TFD tem assumido papel de destaque. A TFD atua por meio de processos
fotodindmicos que ocorrem pela atividade de FS que, quando excitado por uma luz em comprimento
de onda especifico interage com o oxigénio molecular presente no ambiente e resulta na producgéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Os ERO, por sua vez, atuam sobre proteinas, lipidios e acidos
nucleicos presentes na superficie e no interior das células, levando a morte celular. A TFD tem se
demonstrando um método eficaz na eliminacdo seletiva de microrganismos, sobretudo contra cepas
resistentes aos antimicrobianos clinicos. Além disso, a TFD apresenta como vantagem a baixa
probabilidade de inducdo de resisténcia microbiana por apresentar mdltiplos alvos de acéo.
(EVANGELISTA et al., 2021, RIGOTTO et al., 2021).

Centenas de substéncias sdo atualmente conhecidas como FS, como a CUR. Além de ser
empregada na culinaria, a CUR também tem aplicacdo potencial em medicamentos devido as suas
propriedades terapéuticas associadas, efeitos antioxidantes, anticancerigenos, antiinflamatorios e
antimicrobianos. A CUR é praticamente insollvel em agua mas soluvel em solventes como metanol,
etanol, DMF, DMSO, etc. A CUR em solucéo, apresenta forte absorcéo na regido do azul do espectro
eletromagnético com absorcdo maxima na faixa de 408 a 434 nm. Além disso, a CUR néo exibiu
efeitos toxicos em diferentes tipos celulares e em estudos envolvendo animais. (Chignell et al., 1994,
SANTEZI et al., 2021)

Neste cendrio, o emprego de compostos naturais para a TFD tem representado estratégias
promissoras na terapéutica antimicrobiana. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos
antimicrobianos da TFD mediada por CUR sobre biofilmes microcosmos, cultivado a partir da amostra
obtida de pacientes com estomatite protética.

Metodologia

A obtencdo da amostra de paciente com estomatite protética para formacdo do biofilme
microcosmos foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista (ICT- Unesp) do campus de S&o José dos
Campos pelo numero 5.827755.

Participou do estudo 1 voluntario diagnosticado com candidiase bucal associado a presenca de
protese total. A coleta foi realizada em uma Unidade Basica de Saude localizada na cidade de S&o
José dos Campos-SP. Os critérios de inclusdo sé&o individuos portadores de prétese total ou protese
parcial removivel, ndo havendo dependéncia de idade, condi¢cdo socioecondmica, etnia ou género. O
critério de excluséao foi ndo ter feito uso de antibidticos, antifiingicos ou corticéides nos ultimo 60 dias.
O participante disposto a participar do estudo assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A coleta das amostras foi realizada com o auxilio de escovas cervicais por meio de friccdo da
lesdo do palato. Além da coleta na regido do palato, foram coletadas amostras da prétese dentaria.
As amostras coletadas foram armazenadas em tubos cOnicos contendo caldo infusdo de cérebro e
coragdo (BHI) estéril e transportadas para o Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia Bucal do ICT/
UNESP em no maximo 3 horas apés a coleta.

A seguir, a presenca de Candida spp. na amostra coletada foi confirmada, por meio da observacéo
de campos microscépicos distintos do esfregaco corado pelo método de Gram (em aumento de
1.000x). As amostras também foram semeadas em meios de cultura seletivos cromogénicos para
identificacdo presuntiva de microrganismos. Apés a confirmacdo da presenca de células e col6nias
sugestivas de Candida spp, as amostras foram congeladas em freezer -80 C°.

Corpos de prova em resina acrilica termopolimerizavel a base de polimetilmetacrilato, que é
rotineiramente utilizada na confeccédo de préteses dentarias, foram confeccionados. Os corpos de
prova foram preparados com 5 mm de didmetro e 2,5 mm de espessura.

Para a formagdo dos biofilmes microcosmos foi seguida a metodologia de Méndez et al. (2018)
com algumas modificacbes. As amostras do material foram descongeladas e homogeneizadas.
Entéo, 400 pL foi adicionado em 20 mL de caldo BHI fresco enriquecido com 5% de sacarose e
levado para estufa a 37°C em 5% de CO: por 24 h. Apds esse periodo, a amostra foi centrifugada, a
5000 RPM, por 10 minutos o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 10 mL de
caldo BHI fresco enriquecido com 5% de sacarose.

Posteriormente, os corpos de prova foram autoclavados e posicionados em placa de 24
pocos.Com os corpos de prova devidamente posicionados, foi acrescentado 2 mL de caldo BHI com
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5% de sacarose e 225 pL do indculo foi adicionado em cada pocgo. As placas foram incubadas a 37°C
por 96 h a 5% de COz, de modo que os pocos foram lavados e 2 mL de caldo BHI com 5% de
sacarose fresco foi adicionado a cada 24 h.

Para a realizacao da fotossensibilizac&o in vitro utilizou-se a metodologia descrita por Garcia et al.
(2018), com algumas modificacdes.

Apéds a formacao do biofilme, os corpos de prova foram posicionados na intersec¢éo dos pocos da
placa de 24 pocos, para que fosse possivel o uso de um volume minimo de FS. Os grupos
experimentais utilizados foram: grupo sem CUR e sem irradiacdo (C-L-); grupo com CUR e sem
irradiacdo (C+L-); grupo sem CUR com irradiacdo, (C-L+); e grupo com CUR e com irradiacédo
(C+L+). Assim, foi adicionado 200 L de curcumina 50 uM (Sigma- Aldrich; St. Louis, Missouri, USA),
solubilizada em etanol (concentracdo final de 2%), conforme 0s grupos experimentais. As placas
foram protegidas da luz e mantidas a temperatura ambiente por um tempo de pré-irradiacdo de 5
minutos, seguindo a metodologia descrita por Andrade et al.(2013), com algumas modificacdes. Em
seguida os grupos experimentais que receberam luz foram irradiados utilizando o dispositivo Emitter
G que possui emissores de luz (LED) utilizando os seguintes parametros: comprimento de onda de
420 - 480 nm, poténcia de luz de 1250 mW/cm?, gerando densidade de energia de 131,5 J/cm2 por 40
s, totalizando uma densidade de poténcia de 3,28 W.

Ap0s a fotossensibilizagdo in vitro, os biofilmes aderidos aos corpos de prova foram desprendidos
utilizando homogeneizador ultrassénico com poténcia de 7 W por 30 s. A partir da solucdo obtida,
diluicBes seriadas da suspenséao do biofilme foram realizadas e aliquotas foram semeadas em placas
contendo meios de cultura especificos: agar Mitis Salivarius para contagem de estreptococos, agar
Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose (MSBS) para contagem de estreptococos do grupo mutans,
agar Rogosa para contagem de lactobacilos, 4gar Manitol para contagem de Staphylococcus e agar
Sabouraud com cloranfenicol para contagem de leveduras. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 37°C por 48 h para determinacdo do numero de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC/mL).

Resultados

Houve crescimento microbiano nos meios agar BHI, Mitis Salivarius, MSBS, Manitol, Sabouraud
com cloranfenicol e Rogosa. A contagem de microrganismos no meio ndo seletivo BHI, nos grupos
controle (C-L- e C-L+) foi em média 7,0 logio. Nos grupos C+ L- e C+ L+, a inibigdo foi significativa
guando comparado aos grupos controle. Para o grupo C+L+, houve uma reducdo em relagdo ao
grupo controle de 2,1 logio. O grupo C+L- também apresentou redugdo na contagem microbiana total
de aproximadamente 1,8 logio quando comparado ao grupo C-L- .

Na contagem total dos estreptococos, foi possivel observar que os grupos controles (C-L- e C-L+)
apresentaram um crescimento médio de 5,5 logiw. No grupo C+L+, a inibigcdo foi de 1,6 logio quando
comparado aos grupos controle. O grupo C+L- ndo apresentou reducdo significativa em relacdo ao
grupo C-L- .

Na contagem de estreptococos do grupo mutans, foi possivel observar um crescimento médio na
contagem de 5,8 logio hos grupos controles (C-L- e C-L+). Houve inibicdo de 2,0 Logio para o grupo
C+L+ quando comparado ao grupo controle. O grupo C+L- ndo exibiu reducdo significativa em
relacéo ao grupo C-L-.

Os grupos controles (C-L- e C-L+) apresentaram um crescimento médio de 5,0 logio para a
contagem de lactobacilos. No grupo C+L+, houve inibicdo significativa de 1,5 logio quando
comparado ao controle. O grupo C+L- também apresentou reducéo de aproximadamente 1,4 logio em
relacdo ao grupo C-L-.

Na contagem de estafilococos, foi possivel observar um crescimento médio 4,8 logio nos grupos
controles (C-L- e C-L+). Houve reducdo de 3,7 logiw para o grupo C+L+ quando comparado aos
controles. O grupo C+L- ndo apresentou redu¢ao significativa em relacéo ao grupo C-L- .

A contagem de leveduras revelou um crescimento médio de 4,8 logio para os grupos controles (C-
L- e C-L+). Em C+L+, houve inibi¢éo significativa em relagdo ao grupo controle, sendo essa reducgao
de 1,1 logio. O grupo C+L- ndo apresentou reducéo significativa em relacdo ao grupo C-L-.
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Discusséo

Muitos estudos sobre a eficacia da TFD sao realizados e para isso diferentes metodologias e FS
sdo utilizados. Neste estudo, utilizamos um modelo de biofilme microcosmos para avaliar a eficacia
da TFD mediada por CUR. A contagem de microrganismos em meio ndo seletivo nos biofilmes
tratados com a TFD foi significativamente menor em relacdo aos grupos nao tratados. Isso deve-se
em decorréncia da atividade antimicrobiana resultante da associacdo da luz, FS e oxigénio que
resultaram na formacéo de ERO. A selecdo do FS adequado é de grande importancia para o sucesso
da TFD. Nesse caso, a CUR destaca-se por ser um produto natural, de baixo curto e com acédo
antimicrobiana contra diferentes microrganismos potencialmente patogénicos, reforcando sua
capacidade de gerar fotoprodutos, ERO e desencadear fototoxicidade quando irradiada no
comprimento de onda apropriado. (TONON et al., 2015;; ABDULRAHMAN et al., 2019)

Tonon et al. (2015) avaliaram o potencial da CUR como FS em TFD, observando uma reducéo
bacteriana de 70% quando em comparacdo com os grupos de controle e confirmando a eficacia da
CUR na TFD. Ja Freitas et al. (2018) avaliaram a resposta da TFD com CUR contra S. aureus
sensivel a meticilina. Apds incubagdo com CUR por 20 min e irradiacdo com LED em 450 nm., houve
reducdo na carga bacteriana e o padrdo de resisténcia ou sensibilidade aos antibacterianos nao
interferiu na resposta obtida.

Os hiofilmes possuem um mecanismo de resisténcia capaz de modificar a expressdo de genes
relacionados a producdo de bombas de efluxo, resultando em um efluxo aumentado do
antimicrobiano para o meio extracelular, impedindo seu acumulo no meio intracelular e,
consequentemente, sua acdo. Além disso, a matriz do biofilme pode diminuir a eficacia da TFD
evitando a difusdo do FS para dentro da célula. A protecéo conferida pela matriz exopolimérica e a
presenca de células persistentes no biofilme também s&o fatores que aumentam a resisténcia dos
microrganismos frente a terapia antimicrobiana convencional, o que reforca a importancia do
desenvolvimento de abordagens terapéuticas como a TFD (SAXENA et al., 2019; ARAUJO et al.,
2022).

Em conjunto, os resultados sugerem que os parametros utilizados na TFD podem ter ocasionado
danos a membrana, favorecendo a internalizagao da curcumina e sua agdo antimicrobiana. Embora a
curcumina tenha exibido resultados promissores contra biofilme microcosmos, € necessario analisar
essa atividade em um maior niUmero de amostras para determinar seu potencial na préatica clinica.

Conclusao

Concluimos que a TFD mediada por CUR foi eficaz contra biofilmes microcosmos. Os
estafilococos e as leveduras foram o0s microrganismos mais suscetiveis, reforcando que a CUR
representa um FS promissor para TFD direcionada ao tratamento de estomatite protética.
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