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Pontes CS. Avaliagdo da incorporagao de Geraniol em nanoemulsdes e micelas:
caracterizacao, atividade antibiofilme e citotoxicidade [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar nanoemulsdes lipidicas (NEs) e
micelas (NMs) incorporadas com o composto natural geraniol (GE), e avaliar a
atividade antimicrobiana e citotoxica in vitro destas nanoparticulas sobre biofilmes de
microrganismos periodontopatogénicos e células NOk-SI. A NE foi constituida de 10%
de fase oleosa (colesterol), 10% de surfactantes [fosfatidilcolina de soja e
polioxietileno 20-cetil éter (Brij 58®), 1:2] e 80% fase aquosa (tampao fosfato). A NM
foi formulada com 5% de surfactantes (fosfatidilcolina de soja e Brij58®), 90 a 95% de
fase aquosa e 1% de geraniol. A incorporagao do geraniol foi realizada por sonicagéo
e as caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade das nanoparticulas foram
analisadas apoés sua formulacdo e no periodo de 6 meses a 1 ano. Avaliou-se a
atividade antimicrobiana das nanoemulsdes contra cepas plancténicas de Candida
albicans (ATCC 90028), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (JP2), e a atividade antibiofilme de C. albicans, S. mutans, e
biofilme misto de C. albicans e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) sobre corpos
de prova de Titanio. Os resultados foram submetidos a ANOVA 1-fator com corregao
de Welch e pos teste de Games-Howell, com nivel de significancia de 5%. O geraniol
incorporado a nanoemulsao (GE-NE) e a micela (GE-NM) apresentaram tamanhos
médios de 230 nm e 93 nm, PDI de 0,155 e 0,151, respectivamente, com boa
estabilidade e homogeneidade apdés 6 meses a 1 ano de formulagdo. As
concentragbes acima de 300 ug/mL do GE e GE-NE foram citotoxicas e a GE-NM
reduziu 4 vezes o efeito citotdxico do GE comparado ao composto puro. Os resultados
indicaram uma atividade antimicrobiana das nanoemulsdes contra as cepas testadas,
mas apenas biofilmes de C. albicans sofreram reducéao significativa (6,3 Log 10) nas
concentragdes nao-citotdéxicas da GE-NE (< 300 ug/mL) e GE-NM (< 600 pg/mL).

Palavras-chave: Oleos volateis. Nanotecnologia. Biofiimes. Peri-implantite. Estudos
de viabilidade.



Pontes, CS. Evaluation of Geraniol incorporation in nanoemulsions and micelles:
characterization, antibiofilm activity and cytotoxicity. [Tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

Abstract

The objective of this work was to synthesize and characterize lipid nanoemulsions
(NEs) and micelles (NMs) incorporated with the natural compound geraniol (GE), and
to evaluate the in vitro antimicrobial and cytotoxic activity of these nanoparticles on
biofilms of periodontopathogenic microorganisms and NOKk-SI cells. The NE consisted
of 10% oil phase (cholesterol), 10% surfactants [soy phosphatidylcholine and
polyoxyethylene 20-cetyl ether (Brij 58®), 1:2] and 80% aqueous phase (phosphate
buffer). NM was formulated with 5% surfactants (soy phosphatidylcholine and Brij58®),
90 to 95% aqueous phase and 1% geraniol. The incorporation of geraniol was
performed by sonication and the physicochemical characteristics and stability of the
nanoparticles were analyzed after their formulation and in the period from 6 months to
1 year. The antimicrobial activity of the nanoemulsions was evaluated against
planktonic strains of Candida albicans (ATCC 90028), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (JP2), and the antibiofilm activity of
C. albicans, S. mutans, and mixed biofilm of C. albicans and Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) on Titanium specimens. The results were submitted to 1-factor ANOVA
with Welch correction and post-Games-Howell test, with a significance level of 5%.
The geraniol incorporated into the nanoemulsion (GE-NE) and the micelle
nanoemulsion (GE-NM) presented average sizes of 230 nm and 93 nm, PDI of 0.155
and 0.151, respectively, with good stability and homogeneity after 6 months to 1 year
of formulation. Concentrations above 300 ug/mL of GE and GE-NE were cytotoxic and
GE-NM reduced 4 times the cytotoxic effect of GE compared to the pure compound.
The results indicated an antimicrobial activity of the nanoemulsions against the tested
strains, but only C. albicans biofilms suffered a significant reduction (6.3 Log 10) in the
non-cytotoxic concentrations of GE-NE (< 300 pg/mL) and GE-NM (< 600 pg/mL).

Keywords: Oils, volatile. Nanotechnology. Biofilms. Periimplantitis. Feasibility
studies.
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1 INTRODUGAO

Os implantes dentarios revolucionaram a reabilitacao protética de pacientes
edéntulos parciais e totais, e novos materiais e designs possibilitaram uma taxa de
sobrevida de 94% no periodo superior a 13 anos'?. Entretanto, a peri-implantite (PI)
€ a principal doenga infecciosa que compromete sua estrutura de suporte biologica,
com prevaléncia de 9,25% a 19,83% baseada em implantes e sujeitos,
respectivamente3#, acarretando a perda dos implantes e suas proteses. O desenho e
as superficies rugosas destes implantes e conectores protéticos podem representar
um ambiente propicio para adesao de microrganismos orais e formagao de biofiime.
Bactérias proteoliticas, anaerdbias®®, espécies de Streptococcus®', e Candida
albicans®® estdo envolvidos na modulagéo da viruléncia de biofilmes bacterianos em
estagios iniciais e tardios de PI.

Os métodos utilizados para o tratamento das doencgas periimplantares como o
debridamento mecéanico e uso de antimicrobianos podem danificar as propriedades
de superficie dos implantes ou promover a resisténcia bacteriana''. A clorexidina é
considerada o padrao-ouro na redug¢ao dos microrganismos periodontopatogénicos e
possui um excelente desempenho no controle quimico, entretanto, acarreta na
alteracdo da coloracdo dos dentes, descamacgao da mucosa oral, sensibilidade e
alteragéo do paladar’2. Além disso, ndo ha consenso para o tratamento de infecgbes
periimplantares devido a heterogeneidade dos estudos e a variabilidade dos tipos de
superficies de implantes™3-15,

Diante disso, pesquisas vém sendo desenvolvidas no intuito de se
desenvolver novos farmacos e diferentes produtos naturais estdo sendo estudados
como agentes alternativos na tentativa de suprimir a destruicdo dos tecidos
periodontais e periimplantares, auxiliando na remog¢ao do biofiime de superficie,
prevencdo e ftratamento periodontal’®. Os produtos naturais apresentam
caracteristicas notaveis, como excelente diversidade quimica, propriedades quimicas
e biolégicas e menor toxicidade'”.

O geraniol (GE) é o constituinte comum de varios 6leos essenciais, como
a citronela, e é amplamente usado como um produto quimico em fragrancias
cosméticas e uso no lar'®. Além de apresentar baixa toxicidade, suas propriedades
efetivas como repelente e inseticida para o controle de pragas, apresentaram boa

atividade quimiopreventiva, assim como propriedades antimicrobianas, antioxidantes
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e anti-inflamatoérias'®22. Portanto, as propriedades promotoras do GE incentivam
estudos a fim de explorar e viabilizar formulagcbes de produtos contendo este
composto. Contudo, possui elevada volatilidade exacerbada com o aumento da
temperatura, curto tempo de agéo e grande hidrofobicidade.

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar da ciéncia com inumeras
aplicagbes, e tem proporcionado uma alternativa promissora para a pesquisa e
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos através do seu
encapsulamento em sistemas nanométricos propiciando uma melhor estabilidade e
protecdo aos extratos volateis contra a degradagdo ambiental, e permitindo uma
melhor distribuicdo do composto ao seu local de agao, fator que proporciona uma série
de beneficios ao paciente, como aumento da eficacia terapéutica, reducao de doses,
menor nimero de administragdes e diminui¢gdo dos efeitos colaterais'”2324,

Inimeras nanoparticulas vém sendo utilizadas como sistemas de transporte de
farmacos?®®, e os sistemas coloidais possuem vantagens devido a sua capacidade de
protecdo e encapsulamento de solugbes bioativas insoluveis (lipofilicas ou
hidrofilicas)?6. As nanoemulsdes s&o sistemas constituidos de uma fase continua e
uma fase dispersa e podem ser formadas por dispersao do 6leo na agua ou agua em
oleo, permitindo a incorporagéao de diferentes substancias ativas. Possuem facilidade
de preparagdo, composicdo simples, estabilidade termodinamica e baixo custo de
producdo, proporcionando uma vantagem substancial a essa tecnologia como
carreadora de substancias hidrofobicas?’-29,

Os surfactantes sdo compostos organicos anfifilicos que contém grupos
hidrofobicos e hidrofilicos que podem organizar-se sob condicdes ambientais
especificas em estruturas organizadas denominadas micelas. Estas sao formadas por
um nucleo hidrofébico interno, no qual farmacos pouco soluveis em agua podem ser
aprisionados e por uma casca hidrofilica externa que isola a droga encapsulada do
meio externo®%-33. Possuem tamanho aproximado de 5 a 200 nm e se formam
dependendo da concentragdo micelar critica (CMC) das moléculas anfifilicas,
podendo ser utilizadas como sistema de distribuicdo de compostos de tamanho
nanométrico, fornecendo maior solubilidade e estabilidade aos farmacos
hidrofébicos®*, além de evitar a eliminagdo precoce via filtragdo glomerular com
consequente melhoria da absorg&o celular.

Portanto, os sistemas nanoestruturados surgem como alternativas eficazes e

seguras a incorporagdo do GE com objetivo de aumentar o seu tempo de acgao,
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permitindo a sua liberagcao de forma mais lenta, garantindo um espalhamento nas
superficies3®. Além disso, possibilitam uma melhor biodegradabilidade, tolerabilidade
e biodisponibilidade do farmaco a fim de orientar sua acao para o local especifico de
interesse®.

Em vista do problema exposto, ha grande interesse em desenvolver novas
estratégias de tratamento e controle da PI. Isso inclui a busca de novas fontes de
moléculas bioativas com capacidade antimicrobiana, eficiéncia farmacolégica e baixos
niveis de efeitos colaterais. Este projeto propde avaliar a incorporagéo do geraniol em
nanoemulsdes e o0 seu efeito em biofilmes microbianos envolvidos na iniciagao e

progressao da Peri-implantite.
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7 CONCLUSAO

o O geraniol incorporado a nanoemulsao (GE-NE) e a nanoemulsao
micelar (GE-NM) apresentaram tamanhos médios de 230 nm e 93 nm, PDI de
0,155 e 0,151, respectivamente, com boa estabilidade e homogeneidade apds 6
meses a 1 ano de formulacéo;

o Os resultados indicaram uma atividade antimicrobiana do geraniol contra
S. mutans e A. actinomycetemcomitans, mas em concentracgdes citotoxicas;

o Apenas biofilmes de C. albicans sofreram reducdo significativa (6,3
Log10) nas concentragdes nao-citotéxicas da GE-NE (< 300 pyg/mL) e GE-NM (<
600 pg/mL);

. A utilizacdo do GE, GE-NE e GE-NM em biofilmes mistos de
Sthaphilococcos aureus e Candida albicans em corpos de prova de Titanio
diminuiram significativamente a quantidade das leveduras e sua transigdo para a
forma de hifas;

o A incorporagao do geraniol em nanoemulsdes GE-NE (> 300 pg/mL) e
GE-NM (> 1200 pg/mL) foram consideradas citotoxicas sobre células de
queratindcitos orais humanos (NOK-SI);

o A incorporagcdo do geraniol nas nanoemulsbes como sistemas de
entrega de farmacos melhoraram sua atividade antimicrobiana em comparagao
com seu extrato simples. Baseados nos resultados desse estudo e nas atividades
biolégicas das formulagdes desenvolvidas, novos estudos in vitro e in vivo sao

necessarios para a sua utilizagdo na pratica clinica.
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