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

RESUMO

O biofilme bacteriano persistente sobre a superficie do implante é o fator etiolégico
mais comum para peri-implantite, e os tratamentos antimicrobianos disponiveis
buscam reduzir a carga microbiana e eliminar a inflamacg&o da mucosa peri-implantar.
Terapias alternativas envolvendo produtos naturais e nanobiotecnologia abrem novas
perspectivas para controlar e reduzir a carga microbiana. O curcumin € um polifenol
natural com propriedades terapéuticas eficazes como anti-inflamatéria,
quimioterapica, 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 fotodinamica. As nanoparticulas 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
infeccdes. Atualmente, a ozonioterapia vem sendo cada vez mais utilizada na
odontologia com resultados positivos no tratamento de doenca periodontal e peri-
implantar. Possui acdo antimicrobiana, e contribui para diminuir os sinais da
inflamacdo oral. Assim, os objetivos do presente estudo foram:. a. sintetizar e
caracterizar nanoparticulas poliméricas carregadas com Curcumin; b. avaliar seu
efeito antimicrobiano com e sem fotoativacao, sobre culturas planctonicas e biofilmes
de Streptococcus oralis, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum; c.
avaliar o potencial citotdxico sobre queratindcitos orais; d. investigar o efeito
antibiofilme da ozonioterapia no mesmo modelo de biofilme anaerdbio. Nanoparticulas
(NP) foram sintetizadas pelo método de nanoprecipitacdo usando poliprolactona como
polimero. A curcumina-NP teve suas caracteristicas fisico-quimicas avaliadas e foi
comparada a curcumina livre como fotossensibilizador para terapia fotodinamica em
biofilmes microbianos. O efeito citotéxico da curcumina-NP foi avaliado sobre células
orais normais imortalizadas (NOK-Si). A curcumina-NP mostrou atividade antibiofilme
e néo foi citotoxica quando fotoativada por luz azul. Para avaliar o efeito antimicrobiano
da ozonioterapia, biofilmes simples e multi-espécies foram formados sobre superficies
de titdnio e tratados com diferentes concentracdes de solucdo salina ozonizada e
avaliados por Unidades Formadoras de Col6énias (UFC mL™) e Microscopia Confocal
de Varredura a Laser (CLSM). A solucdo salina ozonizada mostrou atividade
antibiofilme reduzindo, principalmente, a viabilidade de P. gingivalis em biofilmes
simples e multi-espécies. Em conclusdo, ambas as terapias estudadas possuem
atividade antibiofilme sendo candidatas promissoras para o tratamento de doencas
peri-implantares.

Palavras chave: Biofilmes. Nanoparticulas. 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. Nanopatrticle. Ozone.
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1 INTRODUCAO

A peri-implantite € considerada uma doenca inflamatéria que afeta tecidos
moles e duros ao redor de implantes osseointegrados!. Os problemas associados aos
implantes vém aumentando e as consequéncias, como por exemplo, aperi-implantite
¢ identificada com uma frequéncia que varia de 1% a 47% na populacéo? e a presenca
de biofilme bacteriano persistente sobre a superficie do implante é o fator etiolégico
mais comum para peri-implantite’-. Imediatamente ap6s a colocacéo do implante, as
superficies do implante e do abutment sdo colonizadas por espécies bacterianas tais
como Streptococcus spp. e Actinomyces spp, que, ao longo da maturacao do biofilme,
desenvolvem uma comunidade que inclui outros membros pertencentes aos
complexos vermelho, laranja e verde®.

Por se tratar de infeccéo polimicrobiana com predominancia de microrganismos
anaerébios®®, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum séo os principais
patbgenos’ e os sinais clinicos sdo semelhantes aos da periodontite, como
sangramento e perda 6ssea®. A presenca de microrganismos primarios como
Streptococcus mutans e Streptococcus oralis durante o desenvolvimento de biofilme
em superficies de titanio pode interferir no crescimento e desenvolvimento dos
colonizadores secundérios (Fn e Pg), sendo entdo necessaria a presenca desses
colonizadores primarios para o estabelecimento de colonizadores secundarios em
biofilmes®. Devido a isso, os tratamentos disponiveis buscam reduzir a carga
microbiana, eliminar a inflamacao da mucosa peri-implantar, como também buscam a
descontaminacéo da superficie do implante com a finalidade de preservar o osso de
suporte®,

Para o tratamento da peri-implantite, pode-se combinar diferentes métodos,
incluindo técnicas regenerativas e métodos de descontaminacdo®. Superficies de
implantes de titanio podem ser limpas utilizando-se meios mecanicos (curetas dentais,
raspadores ultra-sdnicos, procedimentos abrasivos de ar-pd) e/ou quimicos (acido
citrico, H202, fluoreto estanoso, tetraciclina, niocilina, digluconato de clorexidina, e
EDTA), geralmente associados a antibiéticos locais ou sistémicos®2, HA grande
diversidade de tratamentos e devido a heterogeneidade dos estudos e a variabilidade
dos tipos de superficies de implantes?®, ndo parece existir consenso para esse tipo de
infecdo. Também € importante destacar que alguns desses métodos, como a remocao
mecanica e aplicacdo local de clorexidina, podem danificar as propriedades de

superficie dos implantes ou promover a resisténcia bacteriana®®.
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Terapias adjuntas, como utilizagdo de antibi6ticos locais e sistémicos, tém sido
desenvolvidas para melhorar o prognostico da peri-implantite e tém mostrado
melhores resultados clinicos e microbiolégicos, em curto prazo!®, sendo eficazes no
tratamento de infec¢Ges orais'®, A clorexidina possui funcdo bactericida, inibe as
atividades glicosidicas e proteoliticas, reduz as atividades das metaloproteinases de
matriz de uma variedade de bactérias orais'*. No entanto, evidéncias sugerem que
este composto pode também ter efeitos adversos aos tecidos e células orais, como
por exemplo, atividade citotoxica sobre o 0sso alveolar, células epiteliais gengivais,
reducéo da proliferacdo de fibroblastos gengivais, producéo de colageno e proteinas
e efeitos genotdxicos secundarios em células epiteliais'®. Associada a pratica
odontoldgica, resultados mostram que concentracdes elevadas de CHX (0,5% - 2%
por 10 min) podem conseguir efeito bactericida substancial's.

O alarmante problema da resisténcia a multidrogas (MDR - multi-drug
resistance) por bactérias patogénicas obrigou pesquisadores a enfrentar o problema
e buscar novas drogas e moléculas na natureza. E reconhecido que as nanoparticulas
poliméricas apresentam, entre outras propriedades, acdo antimicrobiana®®. Com o
aumento dos microrganismos resistentes aos antibioticos e consequentemente das
infecgbes provocadas por biofilmes microbianos, as nanoparticulas 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 infec¢cdes, como a peri-
implantite>16,

A eficacia de um tratamento depende, em grande parte, da técnica pela qual os
produtos sdo entregues a um sistema vivo e a concentracdo dos mesmos, podendo
ser toxico ou ainda ndo produzir nenhum beneficio terapéutico. Os sistemas de

entrega de medicamentos se dedicam geralmente, a aumentar a biodisponibilidade
do mesmo em locais especificos do corpo e ao longo de um periodo de tempo. Dessa
forma, abordagens nanotecnoldgicas estdo sendo exploradas e desenvolvidas para
melhorar a biodisponibilidade do medicamento a fim de orientar sua acéo para o local
especifico de interesse, tornando sua aplicabilidade uma alternativa eficaz e segura®’.
A nanobiotecnologia possui o potencial de melhorar a distribuicdo de
medicamentos levando ao aumento da eficacia e toxidade reduzida, o que resulta em

grande beneficio para os pacientes'®!9, 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 infecg6es?°.

A nanotecnologia, entre outras definicdes, é o desenvolvimento da pesquisa e
da tecnologia em nivel atbmico, molecular e macromolecular, para a producédo de
conhecimentos fundamentais dos fendmenos e dos materiais em nanoescala,
possibilitando a criacdo e o uso de estruturas, dispositivos e sistemas com novas
propriedades e fungdes devido a estes tamanhos. Espera-se que a sociedade seja
beneficiada pela fusdo dessas duas tecnologias, devido as potenciais aplicacoes em
medicina, odontologia, agricultura, meio ambiente dentre outras areas.

Dentre a variedade de nanoparticulas, os produtos a base de polimeros
possuem algumas vantagens em relagdo ao fornecimento de medicamentos e
recentemente o interesse em estudar esses produtos tem aumentado?®?’, Praticidade
e rapidez na sintese das formulagGes???, além da atividade antimicrobiana
aumentada, sdo propriedades observadas, pois de modo geral, as nanoparticulas se
apresentam carregadas positivamente quando em pH neutro e, portanto, podem exibir
uma forte atracao eletrostética pelas cargas negativas presentes na cama externa das
bactérias®®. A nanotoxicidade nos microrganismos é desencadeada pela indugéo do
estresse oxidativo pelos radicais livres formados, que sdo chamados de ROS (reactive
oxygen singlet), durante a aplicacdo das nanoparticulas®°.

As nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, sao preparadas a partir de 4cido
polilactico, acido co-glicélico, quitosana e poli-e-caprolactona (PCL), e tem sido
amplamente empregados na entrega de drogas devido a sua excelente
biodisponibilidade, melhor encapsulamento, capacidade de controlar a liberacdo de
farmacos e propriedades menos téxicas?®. O PCL é um polimero sintético versatil, que
foi projetado para possuir biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo
extensivamente estudado para entrega controlada de farmacos3!. Assim, o PCL tem
sido usado para encapsular uma variedade de medicamentos com multiplas
aplicacoes.

Véarias abordagens estdo disponiveis para a sintese de nanoparticulas
poliméricas, sendo que a preparacdo de nanoparticulas de PCL carregadas com
medicamentos ocorre pelo método de nanoprecipitacdo, com posterior caracterizacéo
fisico-quimica envolvendo tamanho de particula, polidispersidade, potencial zeta,
encapsulamento, determinagéo de eficiéncia, avaliagdo de morfologia por microscopia

de varredura e andlises térmicas32.
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O curcumin € um polifenol denominado [(E,E)-1,7-bis(4- hidroxi-3-metoxi-fenil)-
1,6-heptadieno-3,5-ione] natural de coloragéo alaranjado, extraido do rizoma seco de
acafrdo Curcuma longa Linn. Este pigmento exibe propriedades terapéuticas eficazes
ndo s6 como droga anti-inflamatéria, mas também como quimioterapéutico, anti-
oxidante, anti-HIV e antimicrobiano. Assim, o curcumin é um bom candidato para
preparar nanoparticulasi®®?, e, além de seus efeitos diretos, também tem sido
avaliado como fotossensibilizador para terapia fotodinamica. Possui largo pico de
absorcao entre 300 a 500 nm e ndo apresenta efeitos toxicos em culturas de células
e estudos em animais®*,

A terapia fotodinamica envolve trés componentes principais: a luz visivel, um
fotossensibilizador (PS) e moléculas de oxigénio®®. O PS é uma substancia
fotoativavel seletiva para células alvo procarioticas e é ativado por luz a um
comprimento de onda especifico. Com esta ativacdo, formam-se radicais livres
formam-se, tal como espécies de oxigénio reativo (ROS) que tém um efeito toxico nas
células®>?7, As vantagens da terapia fotodinamica (PDT) envolvem menores custos,
reprodutibilidade, amplo espectro de efeitos antimicrobianos, seguranca para o tecido
hospedeiro®, além de ndo causar resisténcia microbiana®. Os efeitos do curcumin
como PS sédo benéficos (40) e sua atividade antimicrobiana esta extensivamente
documentada na literatura’- 3%41-47_ Essas caracteristicas e atividades descritas, fazem
do curcumin uma substancia favoravel para o tratamento de periodontite e peri-
implantite33.

Para aplicacdo na terapia fotodinamica (PDT), as nanoparticulas contendo
fotossensibilizador possuem algumas vantagens em relacdo ao corante livre que
incluem: maior massa critica (pacote concentrado de PS) para a producao local de
ROS; capacidade de limitar a célula alvo de bombear o medicamento, reduzindo assim
a possibilidade de resisténcia a multiplos medicamentos; aumentar a seletividade do
tratamento pela entrega localizada de agentes, e ndo ser imunogénica*®.

Outra abordagem alternativa aos agentes antimicrobianos ou antissépticos
convencionais na supressao de bactérias subgengivais € a inibicdo do crescimento
microbiano alterando a tenséo de oxigénio do ambiente subgengival, o qual se mostra
altamente anaerébio*®. Varios agentes como oxigénio molecular®®, oxigenacéo
hiperbarica®® e peréxido de hidrogénio foram testados®2. Foi demonstrado que a

irrigacao subgengival repetida de oxigénio em bolsas periodontais profundas ndo
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tratadas previamente resultou numa melhora clinica significativa das condicdes
periodontais®3,

O ozdnio (O3) é uma modificacdo alotropica da molécula de oxigénio em uma
cadeia de trés atomos de oxigénio com alto potencial oxidativo. E produzido por
eventos naturais como radiacdo ultravioleta ou descargas elétricas. O gas € instavel
e é facilmente degradado em oxigénio por oxidacdo. Devido ao seu alto potencial
oxidativo, possui alta afinidade pelas ligacdes duplas de carbono e pode interagir com
muitos compostos organicos e inorganicos®*. Stoker®® relatou o primeiro uso do ozénio
na medicina como agente germicida no tratamento de soldado alemao afetado por
gangrena gasosa. Desde entdo, o entendimento da complexidade das agbes
bioquimicas, metabdlicas e imunolbgicas que o oxigénio / ozénio médico pode ter no
corpo humano vai muito além dos efeitos bactericidas.

Metabolicamente, o efeito bioldgico da ozonioterapia tem sido descrito
principalmente como o aumento no uso de glicose no nivel celular, melhor
metabolismo de proteinas e peroxidacdo de lipidios insaturados que resultam na
producdo de produtos de oxidacéao lipidica (LOPs). Na concentracdo correta, esses
LOPs podem sinalizar a regulagdo positiva dos mecanismos de reparo tecidual®®.

O efeito terapéutico do ozénio € determinado pelo método de aplicacdo e
dosagem. O o0zdnio pode ser administrado como gas (mistura de 0zénio e oxigénio),
como 6leo ozonizado ou como solugcdo ozonizada. Cada via de administracdo e
concentracdo pode levar a um efeito terapéutico, placebo ou toxico. Esse efeito
terapéutico dependente da dose e do tempo é denominado hormesis®®.

O uso de gas ozonizado deve seguir diretrizes muito rigidas para evitar a
inalacédo de ozo6nio, especialmente em altas doses. A unidade brénquio-alveolar tem
muito pouca protecdo antioxidante, por esse motivo, o 0zénio nos pulmdes pode
produzir estresse oxidativo cronico, o que resulta na liberacdo de produtos
peroxidativos pré-inflamatérios e citocinas®®.

Atualmente, o oz6nio esta sendo discutido na odontologia como um possivel
agente antisséptico alternativo. Seu alto poder antimicrobiano sem o desenvolvimento
de resisténcia a medicamentos tem sido observado na purificagdo de &gua e
preservacao de alimentos. Investigacfes recentes relataram efeitos antimicrobianos
nos patdégenos orais das formas gasosa e aquosa do 0zénio, e a eficacia do 0zbnio

no tratamento de doencas bucais é atualmente objeto de intensa pesquisa®.



5 CONCLUSOES

Curcumin incorporado ou ndo em nanoparticulas poliméricas apresentou atividade
antimicrobiana, promovendo efeitos bactericidas e bacteriostaticos em baixas
concentracdes e, com melhores efeitos quando associados a luz azul. Devido as
suas propriedades antimicrobianas e antibiofilme, ambos podem representar uma
abordagem promissora para a prevencdo e tratamentos de doencas peri-
implantares, uma vez que o0 curcumin mostrou resultados muito semelhantes a
clorexidina em relacdo a atividade antibiofilme. Além disso, quando usado em
baixas concentracdes, curcumin e curcumin-NP ndo apresentam citotoxicidade

guando ndo expostos a luz azul ou em periodos curtos de fotossensibilizacao.

A solucdo salina ozonizada teve seus antimicrobianos confirmados, in vitro, em
biofiimes simples e multiespécies formados compostos por P. gingivalis, F.
nucleatum e S. oralis. Portanto, consideramos a solugédo salina ozonizada uma
terapéutica candidata promissora para a prevencao e tratamento de doencas peri-
implantares. Mais estudos devem ser realizados para confirmar suabiosseguranca

para uso clinico.
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