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Carvalho GG. Terapia fotodindmica antimicrobiana com utilizagdo da clorina-e6 e LL-37 em
nanoemulsao no tratamento da doenca periodontal: estudo in vitro e in vivo [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

A Raspagem e Alisamento Radicular (RAR) é considerada a terapia ndo-cirdrgica de escolha
para tratamento da doenca periodontal (DP). No entanto, esta terapia pode apresentar limitacdes
e insucessos quando utilizada isoladamente em determinados casos clinicos. Assim, terapias
alternativas tém sido investigadas para suprir deficiéncias da RAR que podem estar
relacionadas ao limitado acesso a superficie radicular durante o tratamento, a presenca
persistente de periodontopatdgenos nas bolsas mais profundas e defesa imunologica deficiente.
Dentre estas terapias, destaca-se a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) e o uso de
peptideos antimicrobianos (PAM). O objetivo geral deste estudo foi investigar a otimizacao de
clorina-e6 (Ce6) na terapia fotodindmica e seu efeito como terapia coadjuvante no tratamento
ndo cirdrgico da DP. Os objetivos especificos foram: (1) testar o efeito antimicrobiano da Ce6
irradiada por luz azul ou vermelha sobre biofilme multiespécie de periodontopatdgenos; (2)
otimizar o Ce6 em nanoemulsao e testar o efeito sinérgico do LL-37 com aPDT sobre biofilme
multiespécie de periodontopatdgenos; (3) testar o efeito de aplicagdes multiplas da aPDT
utilizando nanoemulséo carregada com Ce6 e LL-37 no tratamento de ratos com DP induzida.
Biofilme multiespécie com bactérias periodontopatogénicas foi desenvolvido em condigdes
ideais para avaliacdo antimicrobiana nos estudos 1 e 2, e a mesma foi avaliada por meio de
ensaio qPCR. No estudo 1, a maior eliminagéo bacteriana foi observada nos grupos onde a luz
azul foi aplicada. No estudo 2, apds otimizacdo e caracterizacdo da Ce6 em nanoemulsao, foi
observado que a combinagdo Ce6 e LL-37 em nanoemulséo foi efetiva na eliminacdo de todas
as bactérias testadas. No estudo in vivo, sessGes Unicas ou multiplas de terapia fotodindmica
com clorina-e6 conjugada com peptideo antimicrobiano LL-37 em nanoemulsdo como
adjuvante da RAR no tratamento da DP ndo proporcionaram beneficios em comparacdo a
terapia convencional isoladamente.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia. Farmacos fotossensibilizantes. Periodontite.



Carvalho GG. Antimicrobial photodynamic therapy with the use of chlorine-e6 and LL-37 in
nanoemulsion for the treatment of periodontal disease: an in vitro and in vivo study. [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

Scaling and root planning (SRP) is considered the first choice as the non-surgical therapy for
the treatment of periodontal disease (PD). However, this therapy might present limitations and
failures. Thus, alternative therapies have been investigated to overcome SRP deficiencies that
may be related to limited access to the root surface, the persistent presence of
periodontopathogens in deeper pockets and poor immune defense. Among these therapies,
antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) and the use of antimicrobial peptides (AMP) stand
out. The general purpose of this study was to investigate the optimization of chlorin-e6 (Ce6)
in photodynamic therapy and its effect as an adjuvant therapy in the non-surgical treatment of
PD. The specific objectives are: (1) to test the antimicrobial effect of Ce6 irradiated by blue or
red light against multispecies biofilm of periodontopathogens; (2) to optimize the Ce6 in a
nanoemulsion and test the synergistic effect of LL-37 with aPDT against multispecies biofilm
of periodontopathogens; (3) to test the effect of multiple applications of aPDT using a
nanoemulsion loaded with Ce6 and LL-37 in the treatment of rats with induced periodontal
disease. Multispecies biofilm with periodontopathogenic bacteria was developed under ideal
conditions for antimicrobial evaluation in studies 1 and 2, antimicrobial effect was evaluated
using gPCR assay. In study 1, the highest bacterial elimination was observed in the groups
where blue light was applied. In study 2, after optimization and characterization of Ce6 in
nanoemulsion, it was observed that the combination of Ce6 and LL-37 in nanoemulsion was
effective in eliminating all tested bacteria. In the in vivo study, single or multiple sessions of
aPDT with chlorin-e6 conjugated to the antimicrobial peptide LL-37 loaded nanoemulsion as
adjunct to SRP in the treatment of periodontitis provided no benefits compared to SRP alone in
rats.

Keywords: Photochemotherapy. Photosensitizing agents. Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal afeta grande parte da populacdo mundial, encontrando-se no
grupo das doengas bucais mais recorrentes, sendo uma das principais causas da perda dentéria.
Essa doenca tem sua origem relacionada a fatores microbioldgicos e, de maneira geral, séo
divididas em gengivite e periodontite, dependendo do tecido comprometido pela inflamacéo.
Trata-se de uma doenca infecciosa dependente da interacdo de bactérias com seu hospedeiro.
Apresentam fatores de viruléncia que modificam a resposta imunoinflamatdria do hospedeiro,
especialmente quando organizadas em forma de biofilme e localizadas no sulco gengival®2.

A remocdo e alteracdo da microbiota patogénica do biofilme é imprescindivel para a
prevencdo e controle da doenca periodontal, sendo a raspagem e o alisamento radicular (RAR)
a terapia ndo-cirargica de escolha para tratamento da doenca e manutencdo da homeostasia
periodontal. Apesar dos resultados clinicos positivos obtidos com RAR®®, esta terapia pode
apresentar limitacdes e insucessos quando abordada isoladamente em determinados quadros
clinicos. Assim, terapias alternativas tém sido investigadas em virtude do limitado acesso a
superficie radicular durante a RAR"®, da presenca de periodontopatdgenos nas bolsas mais
profundas® e da habilidade de algumas bactérias em invadir tecido adjacente!!. Quando se
considera o tratamento, em caso de doenca periodontal estagio 3, o uso de antibidticos locais
ou sistémicos € apresentado como alternativa, mas seu uso como coadjuvante pode induzir
efeitos sistémicos indesejaveis e formacdo de espécies bacterianas resistentes a terapia
medicamentosal?14. Além disso, a eficicia da terapia com uso de antibidticos sistémicos
depende da colaboracdo do paciente em seguir corretamente o protocolo medicamentoso
indicado.

Compreendendo o crescimento da resisténcia das cepas bacterianas pelo uso
indiscriminado de antibidticos e o interesse de pesquisadores em buscar estratégias terapéuticas
que apresentem pouco ou nenhum efeito colateral, nota-se 0 crescimento exponencial da
utilizacdo dos lasers e de outras fontes de luz no tratamento de diversas doencgas, bem como as
periodontais’>!®. Neste contexto, a terapia fotodindmica antimicrobiana (antimicrobial
photodynamic therapy - aPDT) tem se destacado como um procedimento adjunto no combate
de infecgdes microbianas. Diversos estudos comprovam a eficacia da aPDT, tanto in vitro como
in vivo, em animais e humanos, no tratamento das doencas periodontais’2%,

A aPDT consiste na excitagdo do fotossensibilizador (FS) em seu estado fundamental
por uma luz no espectro visivel. Com a energia absorvida, esta molécula pode sofrer transicéo

ao estado singleto ou tripleto excitado, que podera desencadear trés reacdes. Na reacdo de tipo
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I, ocorre a transferéncia de elétron entre o FS e oxigénio molecular, permitindo o seu retorno
ao estado fundamental e a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxygen
species). Na reacdo tipo Il, o FS transfere sua energia de excitacdo para o oxigénio molecular
no estado fundamental, resultando na producdo do oxigénio singleto, um poderoso agente
oxidante altamente toxico para as células?®. Acredita-se que os processos do Tipo Il preservem
melhor a estrutura molecular do FS em um estado fotoativavel e, em algumas circunstancias,
uma unica molécula de FS pode gerar 10.000 moléculas de oxigénio singleto. Uma terceira via
(Tipo I1I), pouco comum, ocorre na auséncia de oxigénio, quando a molécula do FS interage
diretamente com a biomolécula, provocando um dano celular (toxicidade no escuro) e
consequente destruicio do FS?3!. A aPDT néo induz a inviabilidade celular de areas distantes
a area tratada, pois seus produtos citotdxicos (ex. oxigénio singleto e hidroxilas) ndo migram
mais que 0,02 mm apods sua formacio®.

Dentre as vantagens do emprego desta terapia, encontram-se: morte bacteriana rapida e
localizada, evitando a manutencdo de altas concentracfes de farmacos por longo periodo
(antibioticos e antissépticos); o fato do efeito bactericida néo estar ligado a mediacéo de radicais
quimicos, reduzindo o risco a resisténcia bacteriana; e o acesso facilitado a regides de dificil
acesso pela terapia convencional (RAR), como bolsas profundas e bi- ou trifurcagio de raizes®.

A aPDT tem sido indicada como terapia coadjuvante no tratamento da periodontite
estagio 3, retratamento de bolsas residuais, descontaminacgdo para terapia cirargica, terapia de
manutencao, dentre outros®*2®. Sua indicacdo na terapia de manutenco tem como vantagem o
menor desgaste da superficie radicular, que seria um aspecto negativo da utilizacdo da técnica
convencional (RAR) e neste caso, a aPDT seria utilizada isoladamente, reduzindo a incidéncia
de hipersensibilidade causada pela remogéo de cemento inerente as multiplas sessdes de RARY'.

A clorina e6 (Ce6) surgiu em meados dos anos 90 como um FS de segunda geracao
bastante promissor em terapias oncoldgicas®. A clorina e seus derivados estdo sendo utilizados
em diversos tratamentos com utilizagio de luz, como canceres®*“°, leucoplasias*!, infeccoes
endoddnticas*?, e contra biofilmes formados por Streptococcus mutans*. Trata-se de um
composto natural extraido da clorofila. Algumas formulages a base de clorina estdo
disponiveis no mercado para tratamento antibacteriano, antienvelhecimento e antineopléasico,
como Revixan® e Photolon®. Este FS também demonstrou atividade antimicrobiana, in vitro,
quando utilizado sobre bactérias presentes na doenca periodontal na forma plancténica,
apresentando reducéo das unidades formadoras de colonia®*®.

Fotossensibilizadores a base de clorina apresentam dois picos de absorc¢do de luz, nas
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luzes vermelha e azul (Gréfico 1). Tradicionalmente, a luz vermelha € preferida por se acreditar
em sua maior capacidade de penetracdo nos tecidos. Porém, comprimentos de onda em torno
de 412 nm (azul) apresentaram 30-33% maior coeficiente de absorcdo de energia e efeito
bactericida que comprimentos de onda equivalentes a luz visivel vermelha*’. Estes resultados
demonstram que fotossensibilizadores excitados em comprimentos de onda na luz visivel azul
podem ser preferidos em terapias que visem tratar superficies, como é o caso dos protocolos
antimicrobianos sobre biofilmes. O estudo de Shakhova e colaboradores*® avaliou a ativagéo
deste FS nos dois comprimentos de onda, 405 nm (luz azul) e 660 nm (luz vermelha); para a
pele, os valores de saturagdo foram de aproximadamente 0,2 J/mm? para ambos os
comprimentos de onda, indicando que cerca de 40% do incidente da energia é absorvida dentro
do tecido; para a mucosa, o valor de saturacdo para comprimento de onda de 405 nm foi de 0,28
JImm? (56% da intensidade do incidente é absorvida), e para o de 660 nm a energia absorvida
foi muito menor, aproximando-se de 0,03 J/mm? (6% da intensidade do incidente) para a

espessura de 4 mm.

Gréfico 1- Espectro de absorcéo da clorina-e6
1.8

401 nm

A (hm)

Fonte: Elaboracdo propria.

E importante ressaltar que a luz azul esta comumente presente na pratica odontoldgica,
onde ¢ utilizada na polimerizacdo de materiais restauradores ou fotoativacdo de adesivos e
clareadores. Esses equipamentos, ja disponiveis no consultorio, podem ser empregados na
terapia fotodindmica quando fotossensibilizadores ativados na luz azul sdo escolhidos,
reduzindo eventuais custos relativos a equipamentos necessarios para realizagdo da aPDT.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa testou, de maneira pioneira, a utilizacao

da Ce6 ativada por luz azul contra biofilme periodontopatogénico monoespécie, obtendo
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resultados de eliminacdo microbiana de até 3 logio, para Streptococcus oralis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum*.

Para biofilmes multiespécies, acredita-se que a aplicacdo tradicional da aPDT pode nédo
produzir efeitos antimicrobianos significativos, uma vez que os mecanismos de defesa
aprimorados nestes casos, tornam sua erradicagdo dificultada. Desta forma, as
nanoparticulas®®®! e nanoemulsdes®® surgem como uma estratégia que podem superar
limitacGes no emprego de fotossensibilizadores na aPDT.

Peptideos antimicrobianos (PAM) sdo componentes indispensaveis da resposta imune
inata de animais e plantas e sdo considerados a primeira linha de defesa contra patdgenos®3. Os
PAMs interagem com a membrana celular de bactérias por meio de interacdes eletrostéticas,
sofrem adsorcéo e alteragdo conformacional, promovendo danos de membrana®. Um possivel
efeito sinérgico da aplicacdo de aPDT + PAM, poderia ser explicado pela maior internalizacédo
das moléculas do FS a partir dos danos de membrana produzidos pela agdo do PAM, ou mesmo,
aumento da suscetibilidade da bactéria afetada pelo PAM a presenca de espécies reativas
dispersas na regido (produzidas pela aPDT)>>°¢,

De maneira geral, poucos estudos avaliaram o efeito antimicrobiano da aPDT com
utilizagdo da clorina como fotossensibilizador contra patdgenos orais®’®*. Estudos pregressos,
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, demonstram que a Ce6 é um FS promissor no
tratamento da doenca periodontal, e a formulacdo deste em nanoemulsdo pode garantir maior
estabilidade, substantividade e solubilidade. Ainda, investigar um possivel efeito sinérgico
deste FS conjugado ao PAM, pode representar efeito bioldgico clinicamente expressivo. No
presente estudo foi testado o extrato puro da Ce6, composto ainda ndo patenteado, desenvolvido
pelo Laboratério de Quimica Bio-organica, UFSCar — S&o Carlos. Assim, o presente estudo
investigou a otimizacdo de Ce6 na terapia fotodinamica e sua contribuicdo na resolubilidade da

doenca periodontal.
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4 CONCLUSAO

A terapia fotodindmica antimicrobiana com utilizagdo da clorina-e6 apresentou efeito
antimicrobiano significativo quando irradiada por luz azul ou vermelha sobre biofilme
periodontopatogénico, com reducdo mais evidente nos grupos tratados com luz azul para S.
oralis, P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans. O efeito antimicrobiano mais expressivo foi
observado quando a terapia fotodinamica ocorreu na presenca de Ce6 + LL-37 em
nanoemulsdo. Em estudo in vivo, sessdes Unicas ou multiplas de terapia fotodindmica com
clorina-e6 conjugada com peptideo antimicrobiano LL-37 em nanoemulsdo como adjuvante da
raspagem e alisamento radicular no tratamento da periodontite ndo proporcionaram beneficios

em comparacdo a terapia convencional isoladamente.
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