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Tonon CC. Terapias alternativas para controle in vitro de biofilme periodonto- 
patogênico [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 
2020. 

RESUMO 

O biofilme bacteriano persistente sobre a superfície do implante é o fator etiológico 
mais comum para peri-implantite, e os tratamentos antimicrobianos disponíveis 
buscam reduzir a carga microbiana e eliminar a inflamação da mucosa peri-implantar. 
Terapias alternativas envolvendo produtos naturais e nanobiotecnologia abrem novas 
perspectivas para controlar e reduzir a carga microbiana. O curcumin é um polifenol 
natural com propriedades terapêuticas eficazes como anti-inflamatória, 
quimioterápica, anti-oxidante, anti-HIV e antimicrobiana sendo um bom candidato para 
uso na nanobiotecnologia. Além de seus efeitos diretos, o curcumin tem sido avaliado 
como um fotossensibilizador para terapia fotodinâmica. As nanopartículas poliméricas 
associadas aos produtos naturais apresentam um papel promissor no controle de 
biofilmes, podendo ser consideradas como uma nova forma de prevenir e/ou tratar 
infecções. Atualmente, a ozonioterapia vem sendo cada vez mais utilizada na 
odontologia com resultados positivos no tratamento de doença periodontal e peri- 
implantar. Possui ação antimicrobiana, e contribui para diminuir os sinais da 
inflamação oral. Assim, os objetivos do presente estudo foram: a. sintetizar e 
caracterizar nanopartículas poliméricas carregadas com Curcumin; b. avaliar seu 
efeito antimicrobiano com e sem fotoativação, sobre culturas planctônicas e biofilmes 
de Streptococcus oralis, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum; c. 
avaliar o potencial citotóxico sobre queratinócitos orais; d. investigar o efeito 
antibiofilme da ozonioterapia no mesmo modelo de biofilme anaeróbio. Nanopartículas 
(NP) foram sintetizadas pelo método de nanoprecipitação usando poliprolactona como 
polímero. A curcumina-NP teve suas características físico-químicas avaliadas e foi 
comparada à curcumina livre como fotossensibilizador para terapia fotodinâmica em 
biofilmes microbianos. O efeito citotóxico da curcumina-NP foi avaliado sobre células 
orais normais imortalizadas (NOK-Si). A curcumina-NP mostrou atividade antibiofilme 
e não foi citotóxica quando fotoativada por luz azul. Para avaliar o efeito antimicrobiano 
da ozonioterapia, biofilmes simples e multi-espécies foram formados sobre superfícies 
de titânio e tratados com diferentes concentrações de solução salina ozonizada e 
avaliados por Unidades Formadoras de Colônias (UFC mL-1) e Microscopia Confocal 
de Varredura a Laser (CLSM). A solução salina ozonizada mostrou atividade 
antibiofilme reduzindo, principalmente, a viabilidade de P. gingivalis em biofilmes 
simples e multi-espécies. Em conclusão, ambas as terapias estudadas possuem 
atividade antibiofilme sendo candidatas promissoras para o tratamento de doenças 
peri-implantares. 

Palavras chave: Biofilmes. Nanopartículas. Ozonio. 



Tonon CC. Altenative therapies to control in vitro periodontal-phatogenic biofilm [tese 
de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020. 

ABSTRACT 

The persistent bacterial biofilm on the implant surface is the most common etiological 
factor for peri-implantitis, and the available antimicrobial treatments seek to reduce the 
microbial load and eliminate inflammation of the peri-implant mucosa. Alternative 
therapies involving natural products and nanobiotechnology open new perspectives to 
control and reduce the microbial load. Curcumin is a natural polyphenol with effective 
therapeutic properties such as anti-inflammatory, chemotherapy, anti-oxidant, anti-HIV 
and antimicrobial and is a good candidate for use in nanobiotechnology. In addition, 
curcumin has been evaluated as a photosensitizer for photodynamic therapy. The 
polymeric nanoparticles associated with natural products have a promising role in the 
control of biofilms, and can be considered as a new way to prevent and/or treat 
infections. Ozone therapy is currently being increasingly used in dentistry with positive 
results in the treatment of periodontal and peri-implant disease. It has antimicrobial 
action, and helps to reduce the signs of oral inflammation. Thus, the objectives of the 
present study were: a. synthesize and characterize polymeric nanoparticles loaded 
with Curcumin; b. to evaluate its antimicrobial effects with and without photoactivation 
on planktonic cultures and biofilms of Streptococcus oralis, Porphyromonas gingivalis 
and Fusobacterium nucleatum; c. to evaluate its cytotoxic potential on oral 
keratinocytes; d. to investigate the antibiofilm effect of ozone therapy in the same 
anaerobic biofilm model. Nanoparticles (NP) were synthesized by the 
nanoprecipitation method using polyprolactone as a polymer. Curcumin-NP had its 
physicochemical characteristics evaluated and was compared to free curcumin as a 
photosensitizer for photodynamic therapy in microbial biofilms. The cytotoxic effect of 
curcumin-NP was evaluated on immortalized normal oral cells (NOK-Si). Curcumin-NP 
showed antibiofilm activity and was not cytotoxic when photoactivated by blue light. To 
assess the antimicrobial effect of ozone therapy, simple and multi-species biofilms 
were formed on titanium surfaces and treated with different concentrations of ozonated 
saline and evaluated by Colony Forming Units (UFC mL-1) and Confocal Laser 
Scanning Microscopy (CLSM). The ozonated saline solution showed antibiofilm 
activity, mainly reducing the viability of P. gingivalis in simple and multi-species 
biofilms. In conclusion, both therapies studied exhibited antibiofilm activity and are 
promising candidates for the treatment of peri-implant diseases. 

Keywords: Biofilms. Nanoparticle. Ozone. 
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1 INTRODUÇÃO 

A peri-implantite é considerada uma doença inflamatória que afeta tecidos 

moles e duros ao redor de implantes osseointegrados1. Os problemas associados aos 

implantes vêm aumentando e as consequências, como por exemplo, a peri-implantite 

é identificada com uma frequência que varia de 1% a 47% na população2 e a presença 

de biofilme bacteriano persistente sobre a superfície do implante é o fator etiológico 

mais comum para peri-implantite1,3. Imediatamente após a colocação do implante, as 

superfícies do implante e do abutment são colonizadas por espécies bacterianas tais 

como Streptococcus spp. e Actinomyces spp, que, ao longo da maturação do biofilme, 

desenvolvem uma comunidade que inclui outros membros pertencentes aos 

complexos vermelho, laranja e verde4. 

Por se tratar de infecção polimicrobiana com predominância de microrganismos 

anaeróbios5,6, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum são os principais 

patógenos7 e os sinais clínicos são semelhantes aos da periodontite, como 

sangramento e perda óssea8. A presença de microrganismos primários como 

Streptococcus mutans e Streptococcus oralis durante o desenvolvimento de biofilme 

em superfícies de titânio pode interferir no crescimento e desenvolvimento dos 

colonizadores secundários (Fn e Pg), sendo então necessária a presença desses 

colonizadores primários para o estabelecimento de colonizadores secundários em 

biofilmes4. Devido a isso, os tratamentos disponíveis buscam reduzir a carga 

microbiana, eliminar a inflamação da mucosa peri-implantar, como também buscam a 

descontaminação da superfície do implante com a finalidade de preservar o osso de 

suporte9. 

Para o tratamento da peri-implantite, pode-se combinar diferentes métodos, 

incluindo técnicas regenerativas e métodos de descontaminação8. Superfícies de 

implantes de titânio podem ser limpas utilizando-se meios mecânicos (curetas dentais, 

raspadores ultra-sônicos, procedimentos abrasivos de ar-pó) e/ou químicos (ácido 

cítrico, H2O2, fluoreto estanoso, tetraciclina, niocilina, digluconato de clorexidina, e 

EDTA), geralmente associados a antibióticos locais ou sistêmicos8,11,12. Há grande 

diversidade de tratamentos e devido à heterogeneidade dos estudos e a variabilidade 

dos tipos de superfícies de implantes9, não parece existir consenso para esse tipo de 

infecão. Também é importante destacar que alguns desses métodos, como a remoção 

mecânica e aplicação local de clorexidina, podem danificar as propriedades de 

superfície dos implantes ou promover a resistência bacteriana10. 
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Terapias adjuntas, como utilização de antibióticos locais e sistêmicos, têm sido 

desenvolvidas para melhorar o prognóstico da peri-implantite e têm mostrado 

melhores resultados clínicos e microbiológicos, em curto prazo1,5, sendo eficazes no 

tratamento de infecções orais13, A clorexidina possui função bactericida, inibe as 

atividades glicosídicas e proteolíticas, reduz as atividades das metaloproteinases de 

matriz de uma variedade de bactérias orais14. No entanto, evidências sugerem que 

este composto pode também ter efeitos adversos aos tecidos e células orais, como 

por exemplo, atividade citotóxica sobre o osso alveolar, células epiteliais gengivais, 

redução da proliferação de fibroblastos gengivais, produção de colágeno e proteínas 

e efeitos genotóxicos secundários em células epiteliais13. Associada à prática 

odontológica, resultados mostram que concentrações elevadas de CHX (0,5% - 2% 

por 10 min) podem conseguir efeito bactericida substancial13. 

O alarmante problema da resistência a multidrogas (MDR – multi-drug 

resistance) por bactérias patogênicas obrigou pesquisadores a enfrentar o problema 

e buscar novas drogas e moléculas na natureza. É reconhecido que as nanopartículas 

poliméricas apresentam, entre outras propriedades, ação antimicrobiana15. Com o 

aumento dos microrganismos resistentes aos antibióticos e consequentemente das 

infecções provocadas por biofilmes microbianos, as nanopartículas poliméricas 

associadas a produtos naturais parecem apresentar um papel promissor no controle 

desses biofilmes que precisam ser mais estudados e pesquisados podendo assim ser 

considerados como uma nova forma de prevenir e/ou tratar infecções, como a peri- 

implantite15,16. 

A eficácia de um tratamento depende, em grande parte, da técnica pela qual os 

produtos são entregues a um sistema vivo e à concentração dos mesmos, podendo 

ser tóxico ou ainda não produzir nenhum benefício terapêutico. Os sistemas de 

entrega de medicamentos se dedicam geralmente, a aumentar a biodisponibilidade 

do mesmo em locais específicos do corpo e ao longo de um período de tempo. Dessa 

forma, abordagens nanotecnológicas estão sendo exploradas e desenvolvidas para 

melhorar a biodisponibilidade do medicamento a fim de orientar sua ação para o local 

específico de interesse, tornando sua aplicabilidade uma alternativa eficaz e segura17. 

A nanobiotecnologia possui o potencial de melhorar a distribuição de 

medicamentos levando ao aumento da eficácia e toxidade reduzida, o que resulta em 

grande benefício para os pacientes18,19. Além disso, permite uma melhor 
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biodegradabilidade e tolerabilidade, liberando o produto aos poucos e, em muitos 

casos, tornando os medicamentos mais eficazes no tratamento das infecções20. 

A nanotecnologia, entre outras definições, é o desenvolvimento da pesquisa e 

da tecnologia em nível atômico, molecular e macromolecular, para a produção de 

conhecimentos fundamentais dos fenômenos e dos materiais em nanoescala, 

possibilitando a criação e o uso de estruturas, dispositivos e sistemas com novas 

propriedades e funções devido a estes tamanhos. Espera-se que a sociedade seja 

beneficiada pela fusão dessas duas tecnologias, devido às potenciais aplicações em 

medicina, odontologia, agricultura, meio ambiente dentre outras áreas. 

Dentre a variedade de nanopartículas, os produtos à base de polímeros 

possuem algumas vantagens em relação ao fornecimento de medicamentos e 

recentemente o interesse em estudar esses produtos tem aumentado26,27. Praticidade 

e rapidez na síntese das formulações22,28, além da atividade antimicrobiana 

aumentada, são propriedades observadas, pois de modo geral, as nanopartículas se 

apresentam carregadas positivamente quando em pH neutro e, portanto, podem exibir 

uma forte atração eletrostática pelas cargas negativas presentes na cama externa das 

bactérias29. A nanotoxicidade nos microrganismos é desencadeada pela indução do 

estresse oxidativo pelos radicais livres formados, que são chamados de ROS (reactive 

oxygen singlet), durante a aplicação das nanopartículas30. 

As nanopartículas poliméricas biodegradáveis, são preparadas a partir de ácido 

poliláctico, ácido co-glicólico, quitosana e poli-ε-caprolactona (PCL), e tem sido 

amplamente empregados na entrega de drogas devido à sua excelente 

biodisponibilidade, melhor encapsulamento, capacidade de controlar a liberação de 

fármacos e propriedades menos tóxicas28. O PCL é um polímero sintético versátil, que 

foi projetado para possuir biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo 

extensivamente estudado para entrega controlada de fármacos31. Assim, o PCL tem 

sido usado para encapsular uma variedade de medicamentos com múltiplas 

aplicações. 

Várias abordagens estão disponíveis para a síntese de nanopartículas 

poliméricas, sendo que a preparação de nanopartículas de PCL carregadas com 

medicamentos ocorre pelo método de nanoprecipitação, com posterior caracterização 

físico-química envolvendo tamanho de partícula, polidispersidade, potencial zeta, 

encapsulamento, determinação de eficiência, avaliação de morfologia por microscopia 

de varredura e análises térmicas32. 
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O curcumin é um polifenol denominado [(E,E)-1,7-bis(4- hidroxi-3-metoxi-fenil)- 

1,6-heptadieno-3,5-ione] natural de coloração alaranjado, extraído do rizoma seco de 

açafrão Curcuma longa Linn. Este pigmento exibe propriedades terapêuticas eficazes 

não só como droga anti-inflamatória, mas também como quimioterapêutico, anti- 

oxidante, anti-HIV e antimicrobiano. Assim, o curcumin é um bom candidato para 

preparar nanopartículas16,33, e, além de seus efeitos diretos, também tem sido 

avaliado como fotossensibilizador para terapia fotodinâmica. Possui largo pico de 

absorção entre 300 a 500 nm e não apresenta efeitos tóxicos em culturas de células 

e estudos em animais34. 

A terapia fotodinâmica envolve três componentes principais: a luz visível, um 

fotossensibilizador (PS) e moléculas de oxigênio35. O PS é uma substância 

fotoativável seletiva para células alvo procarióticas e é ativado por luz a um 

comprimento de onda específico. Com esta ativação, formam-se radicais livres 

formam-se, tal como espécies de oxigênio reativo (ROS) que têm um efeito tóxico nas 

células35-37. As vantagens da terapia fotodinâmica (PDT) envolvem menores custos, 

reprodutibilidade, amplo espectro de efeitos antimicrobianos, segurança para o tecido 

hospedeiro38, além de não causar resistência microbiana39. Os efeitos do curcumin 

como PS são benéficos (40) e sua atividade antimicrobiana está extensivamente 

documentada na literatura7, 39,41-47. Essas características e atividades descritas, fazem 

do curcumin uma substância favorável para o tratamento de periodontite e peri- 

implantite33. 

Para aplicação na terapia fotodinâmica (PDT), as nanopartículas contendo 

fotossensibilizador possuem algumas vantagens em relação ao corante livre que 

incluem: maior massa crítica (pacote concentrado de PS) para a produção local de 

ROS; capacidade de limitar a célula alvo de bombear o medicamento, reduzindo assim 

a possibilidade de resistência a múltiplos medicamentos; aumentar a seletividade do 

tratamento pela entrega localizada de agentes, e não ser imunogênica48. 

Outra abordagem alternativa aos agentes antimicrobianos ou antissépticos 

convencionais na supressão de bactérias subgengivais é a inibição do crescimento 

microbiano alterando a tensão de oxigênio do ambiente subgengival, o qual se mostra 

altamente anaeróbio49. Vários agentes como oxigênio molecular50, oxigenação 

hiperbárica51 e peróxido de hidrogênio foram testados52. Foi demonstrado que a 

irrigação subgengival repetida de oxigênio em bolsas periodontais profundas não 
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tratadas previamente resultou numa melhora clínica significativa das condições 

periodontais53. 

O ozônio (O3) é uma modificação alotrópica da molécula de oxigênio em uma 

cadeia de três átomos de oxigênio com alto potencial oxidativo. É produzido por 

eventos naturais como radiação ultravioleta ou descargas elétricas. O gás é instável 

e é facilmente degradado em oxigênio por oxidação. Devido ao seu alto potencial 

oxidativo, possui alta afinidade pelas ligações duplas de carbono e pode interagir com 

muitos compostos orgânicos e inorgânicos54. Stoker55 relatou o primeiro uso do ozônio 

na medicina como agente germicida no tratamento de soldado alemão afetado por 

gangrena gasosa. Desde então, o entendimento da complexidade das ações 

bioquímicas, metabólicas e imunológicas que o oxigênio / ozônio médico pode ter no 

corpo humano vai muito além dos efeitos bactericidas. 

Metabolicamente, o efeito biológico da ozonioterapia tem sido descrito 

principalmente como o aumento no uso de glicose no nível celular, melhor 

metabolismo de proteínas e peroxidação de lipídios insaturados que resultam na 

produção de produtos de oxidação lipídica (LOPs). Na concentração correta, esses 

LOPs podem sinalizar a regulação positiva dos mecanismos de reparo tecidual56. 

O efeito terapêutico do ozônio é determinado pelo método de aplicação e 

dosagem. O ozônio pode ser administrado como gás (mistura de ozônio e oxigênio), 

como óleo ozonizado ou como solução ozonizada. Cada via de administração e 

concentração pode levar a um efeito terapêutico, placebo ou tóxico. Esse efeito 

terapêutico dependente da dose e do tempo é denominado hormesis58. 

O uso de gás ozonizado deve seguir diretrizes muito rígidas para evitar a 

inalação de ozônio, especialmente em altas doses. A unidade brônquio-alveolar tem 

muito pouca proteção antioxidante, por esse motivo, o ozônio nos pulmões pode 

produzir estresse oxidativo crônico, o que resulta na liberação de produtos 

peroxidativos pró-inflamatórios e citocinas59. 

Atualmente, o ozônio está sendo discutido na odontologia como um possível 

agente antisséptico alternativo. Seu alto poder antimicrobiano sem o desenvolvimento 

de resistência a medicamentos tem sido observado na purificação de água e 

preservação de alimentos. Investigações recentes relataram efeitos antimicrobianos 

nos patógenos orais das formas gasosa e aquosa do ozônio, e a eficácia do ozônio 

no tratamento de doenças bucais é atualmente objeto de intensa pesquisa60. 
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5 CONCLUSÕES 

1. Curcumin incorporado ou não em nanopartículas poliméricas apresentou atividade

antimicrobiana, promovendo efeitos bactericidas e bacteriostáticos em baixas

concentrações e, com melhores efeitos quando associados à luz azul. Devido às

suas propriedades antimicrobianas e antibiofilme, ambos podem representar uma

abordagem promissora para a prevenção e tratamentos de doenças peri- 

implantares, uma vez que o curcumin mostrou resultados muito semelhantes à

clorexidina em relação à atividade antibiofilme. Além disso, quando usado em

baixas concentrações, curcumin e curcumin-NP não apresentam citotoxicidade

quando não expostos à luz azul ou em períodos curtos de fotossensibilização.

2. A solução salina ozonizada teve seus antimicrobianos confirmados, in vitro, em

biofilmes simples e multiespécies formados compostos por P. gingivalis, F.

nucleatum e S. oralis. Portanto, consideramos a solução salina ozonizada uma

terapêutica candidata promissora para a prevenção e tratamento de doenças peri- 

implantares. Mais estudos devem ser realizados para confirmar sua biossegurança

para uso clínico.
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