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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

As doencas periodontais envolvem inflamagdes nos tecidos bucais, levando a
perda de insercdo, 0ssea e dentaria. Resultam da interacdo entre biofilme dental e
tecidos, influenciada por fatores locais, sistémicos e genéticos. Novas terapias, como
agentes imunomoduladores, tém sido exploradas. A Naltrexona, em doses baixas,

pode reduzir dor e melhorar tratamentos periodontais, sendo acessivel e eficaz.

POTENCIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Periodontal diseases involve inflammation in the oral tissues, leading to loss
of bone and tooth attachment. They result from the interaction between dental biofilm
and tissues, influenced by local, systemic and genetic factors. New therapies, such as
immunomodulatory agents, have been explored. Naltrexone, in low doses, can reduce

pain and improve periodontal treatments, being affordable and effective.
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Maia SA. Estudo Piloto In Vitro, da A¢do da Naltrexona em Células De Queratindcitos,
Fibroblastos e Mondcitos Humanos e Microorganismos Aerobios: Pseudomonas
Aeuraginosa, Sthaphylococcus Aureus e Candida Albicans [dissertacdo] Sdo José
Dos Campos (Sp): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2023

RESUMO

E crescente o nimero de estudos que buscam novas abordagens terapéuticas no
controle de microrganismos patogénicos que afetam a cavidade bucal. A naltrexona,
um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides, é usada principalmente como
terapia de reabilitacdo para viciados em opiaceos com a finalidade de melhora da
qualidade de vida destes individuos. Nos ultimos anos, houve algumas descobertas
novas e significativas sobre o uso off-label de naltrexona em doses substancialmente
mais baixas do que a recomendada para este fim (LDN), modificando o curso de varias
doencas, especialmente relacionados com inflamacao ou desregulacdo imunolégica.
Desta forma, avaliamos a atividade antimicrobiana do agente farmacoldgico sobre
culturas planctonicas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans bem como a verificacdo da atividade metabdlica de culturas
celulares de queratindcitos Humanos (HaCat), fibroblastos humanos (HFF-1) e
mondcitos humanos (THP-1) pds contato com o farmaco. A analise antimicrobiana foi
performada pelo Teste de microdiluicdo em caldo, segundo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), protocolo M7-A9 (bactérias) e M27-A2 (Leveduras),
determinando os valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CMM). A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo teste de
MTT, avaliando atividade metabdlica das células HaCaT, HFF-1 e THP-1. Os
resultados demonstraram que a concentracdo maxima de 2,5 mg/mL do farmaco néao
resultou em valores de CIM e CMM frente a S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. A
linhagem de queratindcitos (HaCat) obteve reducao maxima de 7,19%, THP-1 reduziu
18,4%, enquanto fibroblastos (HFF-1) foram mais sensiveis ao farmaco, exibindo
reducdes de 86,8% a 5,07%. Em conclusdo a Naltrexona ndo exibiu atividade
antimicrobiana sobre culturas planctonicas de S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans
com a concentracdo maxima de 2,5 mg/mL bem como exibiu auséncia de
citotoxicidade sobre queratinécitos (HaCat) e Monécitos Humanos (THP-1). As
concentracbes de 2,5 a 0,312 mg/mL exibiram toxicidade metabdlica sobre
fibroblastos humanos (HFF-1).

Palavras-chave: Naltrexona. LDN. Reparacao tecidual. Anti-inflamatérios. Microbiota.
Receptores Toll-Like. Microrganismos da cavidade oral.



Maia SA. In Vitro Pilot Study of Naltrexone Action on Keratinocytes, Fibroblasts And
Human Monocytes Cells And Aerobic Microorganisms: Pseudomonas Aeuraginosa,
Sthaphylococcus Aureus And Candida Albicans [dissertation]. S&o José dos Campos
(SP): S&o Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Thechnology; 2023.

ABSTRACT

There is a growing number of studies that seek new therapeutic approaches in the
control of pathogenic microorganisms that affect the oral cavity. Naltrexone at
substantially lower doses than recommended for the treatment of alcoholism improves
and modifies the course of several diseases. The use of this substance may be useful
for studies involving chronic inflammation or immune dysregulation. As numerous
systemic diseases or drug side effects are reflected in the periodontium, either by direct
manifestation or by modified inflammatory reaction in relation to the plaque, we believe
it is relevant to evaluate the effects of this agent on the antimicrobial action. Thus, we
evaluated the antimicrobial activity of the pharmacological agent on planktonic cultures
of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans, as well
as the verification of the metabolic activity of cell cultures of human keratinocytes
(HaCat), human fibroblasts (HFF-1) and human monocytes (THP-1) after contact with
the drug. The antimicrobial analysis was performed using the broth microdilution test,
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), protocol M7-A9
(bacteria) and M27-A2 (Yeasts), determining the values of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MMC). Cytotoxicity
assessment was performed using the MTT test, evaluating the metabolic activity of
HaCaT, HFF-1 and THP-1 cells. The resistant results that the maximum concentration
of 2.5 mg/mL of the drug did not result in MIC and MIC values against S. aureus, P.
aeruginosa and C. albicans. The keratinocyte lineage (HaCat) obtained a maximum
reduction of 7.19%, interrupted THP-1 18.4%, while fibroblasts (HFF-1) were more
sensitive to the drug, showing reductions from 86.8% to 5.07%. In conclusion,
Naltrexone did not exhibit antimicrobial activity on planktonic cultures of S. aureus, P.
aeruginosa and C. albicans with a maximum concentration of 2.5 mg/mL, as well as
the absence of cytotoxicity on keratinocytes (HaCat) and Human Monocytes (THP-1).
Concentrations of 2.5 to 0.312 mg/mL exhibit metabolic toxicity on human fibroblasts
(HFF-1).

Keywords: Naltrexone. LDN Tissue repair Anti-inflammatories. microbiota. Tool-Like
Receptors Oral cavity microorganisms.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de agentes quimicos para o tratamento da doenca
periodontal, seja por via sistémica ou topica, tem se mostrado, como um importante
fator coadjuvante associado ao tratamento mecanico. A periodontite € uma doenca
imune-inflamatdria que provoca a destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes,
levando ao desenvolvimento de bolsas periodontais, recessbes gengivais e perda
0ssea, considerados danos irreversiveis (Zandbergen et al., 2013; Kopra et al. 2021,
Perrela et al, 2016; Silva et al., 2022; Brandéo et al., 2023).

Alguns pacientes podem n&o responder bem ao tratamento periodontal
padrdo. Nesses casos 0 uso de agentes biologicamente ativos pode trazer beneficios
ao tratamento, pois a associacao mecanica, sistémica (antimicrobiano) e topica (local),
como solucao irrigadora subgengival, durante tratamento efetivo, eou mesmo como
colutorio, pode contribuir com a diminuicdo da atividade do biofilme microbiano,
desenvolvendo um cenério onde a microbiota seja mais saudavel, melhorando e
controlando o processo inflamatério causado pela periodontite. No entanto, a correta
posologia, escolha do agente terapéutico e conhecimento do momento exato de seu
emprego ainda seguem sem definicdes especificas e muitos tratamentos com agentes
quimicos, sejam de forma sistémica ou local (tépica) acabam sendo empiricos (Canas
et al.2015; Feres et al.2015; Perrela & Amorim et al. 2016, Scorzoni & Amorim et al.
2020).

A Naltrexona é um antagonista de receptor opibide, inicialmente aprovada
como tratamento da dependéncia aos opiaceos e, posteriormente, da dependéncia ao
alcool. A dosagem preconizada para este fim foi aprovada pela FDA em 1984, na
concentracdo de 50mg ao dia. Todavia, existem varias evidéncias na literatura que
demonstram que a utilizagéo deste agente farmacoldgico em baixas dosagens (<5mg)
pode modificar o curso de varios processos inflamatorios, autoimunes e até
oncogénicos, melhorando a qualidade de vida destes pacientes. (Brown, 2009;
Zagon,1983; Smith et al 2011).

A Naltrexona em dose baixa (LDN) possivelmente aumenta a expresséo de
receptores opibides, bem como encefalinas e niveis de endorfinas por um mecanismo
compensatorio devido ao bloqueio temporario desses receptores (Brown, 2009; Zukin

et al, 1982). Este agente biologicamente ativo é capaz de bloquear os receptores
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opioides por periodo de 24 horas na dose de 50 mg / dia, sendo geralmente a dose
inicial dose para prescri¢cao para reduzir o consumo de alcool. No entanto, Naltrexona
diaria e dose reduzida (3 - 4,5 mg / dia) possivelmente implicam em um bloqueio
temporario desses receptores no Sistema Nervoso Central (SNC) por um periodo de
4- 6 horas, promovendo assim uma regulacao positiva dos receptores e seus ligantes
enddgenos. (Zagon,1984; Brown, 2009).

Os opidides alteram o desenvolvimento, diferenciacdo e as células imunes e
0s sistemas inato e adaptativo sdo afetados. Eles afetam células progenitoras da
medula 6ssea, macréfagos, células NK, timdcitos imaturos e células T e células B. A
naltrexona é frequentemente classificada como antagonista dos opiaceos. No entanto,
em doses baixas, a naltrexona age para inibir certas vias inflamatorias, que envolvem
receptores do tipo Toll-Like (TLRs). Demonstrando um efeito distinto da modulagao
do processo nociceptivo ou de dependéncia quimica de abuso de drogas. (Toljan &
Vrooman; 2018)

As doengas autoimunes resultam de uma imunodeficiéncia que perturba a
habilidade do sistema imune distinguir o “self” do ndo “self” e assim permite a
autoagressao do proéprio tecido ou 6rgao. O entendimento das Doencas Periodontais
(DP), enquanto doencas de carater infeccioso vao além da elucidacdo das bactérias
periodontopatogénicas associadas com o biofilme supra e subgengival. A participacao
do sistema imune frente as agressGes que 0Ss microrganismos podem causar
representa um fator importante, uma vez que muitos dos fatores imunolégicos,
promovidos em resposta as bactérias, podem causar uma alteracdo na homeostasia
do osso alveolar afetado (Baker 2000).

O envolvimento do sistema imunolégico vai depender da severidade e
progressao da DP e pode ter a participacao tanto da resposta imune inata ou natural
guanto da adquirida ou adaptativa. A resposta imune inata corresponde a primeira
linha de defesa do organismo, em que 0s mecanismos efetores sdo ativados de forma
rapida. A imunidade adquirida, por sua vez, € uma resposta mais demorada, por iSso
mais especifica, sendo dividida em celular e humoral. Essa imunidade confere uma
memoria imunoldgica as células do seu sistema (linfocitos T e B) e permite a
adaptacao do corpo a determinados microrganismos (Abbas et al, 2008).

Com relacdo a imunidade mediada por células nas DP, o sistema imune, além

do papel de defender o hospedeiro contra os mecanismos de viruléncia das bactérias,
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fornece meios de evitar uma progresséo da injaria tecidual. A imunidade mediada por
célula T CD4+ é um fator crucial para o controle da infeccdo. As pesquisas nessa area
tém enfatizado os seguintes pontos: estudo da osteocimunologia das DP no
desenvolvimento de técnicas para identificar os fatores de viruléncia dos
microrganismos e antigenos associados com infec¢des por A. Actinomicetemcomitans
e P. gingivalis.( Hajishengallis et al., 2008)

Com relagéo a resposta imune inata, atencdo importante tem sido dada aos
receptores denominados Toll-like receptors (TLRs). Esses TLRs podem ser expressos
em dois locais distintos das diversas células do sistema imune: na superficie celular
ou em compartimentos intracelulares (Medzhitov 2001).

Os TLRs representam uma importante familia de receptores que constituem a
primeira linha do sistema de defesa contra micrébios. Eles podem reconhecer
patdgenos invasores e moléculas enddgenas liberados de células degeneradas e
tecidos danificados e desempenham um papel fundamental na ligacdo da imunidade
inata e adaptativa. Os TLRs sdo amplamente distribuidos nas células imunes e em
outras células do corpo. As expressoes e localizacdes dos TLRs sao reguladas em
resposta a moléculas especificas derivadas de patdgenos ou células hospedeiras
danificadas. A ligacdo de ligantes a TLR ativa cascatas de sinalizacdo celular
especificas que iniciam reacdes de defesa do hospedeiro. Essa ligacdo é dependente
do ligante e dependente do tipo de célula e leva a producao de citocinas relacionadas
com o processo inflamatorio (Sameer & Nissar, 2021).

Tais receptores sao proteinas de membrana (ou de organelas celulares) que
atuam na identificagcdo de moléculas estranhas ao organismo do hospedeiro e assim
séo descritas como receptores de reconhecimento de padréo (PRRs), que uma vez
ativadas promovem o desencadeamento da resposta imune. Essas proteinas séo
altamente conservadas do ponto de vista filogenético e foram identificadas em animais
invertebrados quanto vertebrados. A primeira identificacdo de TLRs em 1988 em
Drosophila melanogaster ou D. melanogaster e o subsequente reconhecimento de
seu unico homélogo chamado TLR4 em humanos em 1997. A identificagdo dos TLRs
em mamiferos tem revolucionado o campo da Microbiologia e Imunologia, em que,
com base no entendimento da indugdo dos TLRs e de suas sinalizagbes, novas
terapias futuras poderdo ser desenvolvidas (Janssens & Beyaert, 2003) Eles

desempenham um papel crucial na regulagdo da imunidade inata, e varios estudos
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demonstraram sua importancia em infec¢des bacterianas, virais e fangicas, doencas
autoimunes e canceres (Sameer & Nissar, 2021).

Atualmente, a visdo de consenso de uma perspectiva imunoldgica € de que
agentes quimicos ou fisicos que interagem nos receptores TLR, podem servir como
um possivel agente terapéutico ou como moduladores de doencas infecciosas. Essas
nocbes sao baseadas no fato de que substancias biologicamente ativas nos
receptores TLR podem modular a secrecéo de citocinas pro-inflamatdrias e, em geral,
o desenvolvimento de respostas pro-inflamatorias.

Portanto, os TLRs parecem ter o potencial de servir como um alvo perfeito na
era das imunoterapias. A perspectiva sobre terapias baseadas em interaces com
TLR lanca luz sobre sua utilidade de terapias combinadas, como a participacdo da
Naltrexona, que podem atuar em diversos tecidos do organismo, como na modulagéo
da atividade de células da glia no sistema nervoso central através de mecanismos
envolvidos na atividade receptor TLR4 onde o seu bloqueio pela LDN inibe a liberagao
de citocinas e a sinalizacdo macréfaga TRL4 da micréglia, com supressdo da
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, substancia P, 6xido nitrico, glutamato, e
diminuicdo da expressao do receptor de quimiocina e da molécula de adesao (Brown,
Panksepp, 2009; Argawal et al.,2017).

Estudos recentes feitos por Wang et al,(2019), sobre distarbios de
imunodeficiéncia humana primaria e modelos animais levaram a descoberta dos
principais componentes imunes inatos e adaptativos necessarios para o controle de
infec¢des fungicas locais e disseminadas. Ao reconhecer os componentes da parede
celular fungica, os TLRs (receptores Toll-like) desempenham papéis importantes na
iniciacdo da resposta imune inata para o controle imediato da propagacao fangica e
na diferenciacdo de CD4 + T helper 1 e 17 (Thl e Thl7) células efetoras para o
controle posterior e memoria de longo prazo da infec¢ao fangica.

J4a, em relacdo a cavidade oral, sabe-se que a microbiota é colonizada por
cerca de 1000 a 100.000 microrganismos envolvendo 300 espécies diferentes, como
0s patogenos e saprofitos, que estabelecem uma relacdo harmdnica com o sistema
imunoldgico do ser humano (Oliveira,et al.2011).

Os patdgenos associados com as DP interagem com os TLRs, estes, por sua
vez, induzem citocinas, que irdo causar o agravamento da doenca (Schroder et al

2005). Um dos principais produtos microbianos capaz de estimular os TRLs das
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células de defesa € o lipopolissacarideo das bactérias Gram-Negativas (LPS). Grande
parte das bactérias associadas com as DP estimula o receptor TRL4. No entanto, o
patogeno P. gingivalis difere, pois o lipopolissacarideo, que essa bactéria produz,
estimula o receptor TLR2 (Hajishengallis et al 2008; Kobayashi et al 2016). O
entendimento das vias de sinalizacdo dos TLRs surge como uma area interessante
no campo da Imunologia das DP. A continuacdo dos estudos com os TLRs e suas
vias de sinalizacdo pode surgir como uma nova forma de lidar com as DP.

Desta forma, considerando a importancia de desenvolvimento de novos
agentes quimicos, adjuvantes, para tratamento de doencas bucais, que possam
modular beneficamente o tratamento periodontal resistente ao tratamento mecanico
padrdo. Considerando a acdo da Naltrexona em baixas dosagens que atuam na
modulacao da resposta imune, reducéo da dor e na reparacéo tecidual, e ainda seu
possivel papel em receptores TLR presentes na microbiota, mucosa oral ou tecido
periodontal, bem como a existéncia de uma relacdo estreita de microrganismos
periodontopatégenos na determinacdo e/ou intensidade da DP através destes
mesmos receptores de membrana celular, acreditamos ser interessante perseguir
este questionamento, avaliando se o papel deste agente em fenétipos patdgenos

prevalentes da cavidade oral.
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7 CONCLUSOES

Reportando-se aos resultados da presente pesquisa, apesar de seu uso ja
preconizado via sistémica, a Naltrexona em todas as concentragbes de LDN —
Naltrexona em baixa dosagem, estudadas in vitro ndo mostrou efeito antimicrobiano.
Concentracdes mais elevadas, a acdo direta nas células de fibroblastos apresentou
citotoxicidade consideravel e foi significativamente reduzida na presenca de
concentracdes abaixo de 0,312 mg/ml, demosntrando assim a importancia e a acao
de doses baixas para a modulacdo e acdo em células. Nas células de queratinécitos
humanos e mondcitos/macréfagos, ndo houve citotoxicidade em todas as
concentracdes utilizadas no presente estudo.

Embora forte indicagdo de seu uso terapéutico em diversas condi¢coes
patologicas, como foi revisto na literatura, inclusive para modulacdo da doenca
periodontal, ndo constatado a agdo nos microrganismos testados, porém, ndo se
exclui a possibilidade de uma modulacdo desses fendtipos in vivo, devido a
modulacdo imune que a LDN causa no individuo, sendo assim , necessarios mais

estudos para conclusdo do estudo.
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