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Santos DDL. Inativacdo fotodinamica utilizando-se curcumina conjugada a Pluronic®
F-127 sobre biofilme de Streptococcus mutans [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

RESUMO

A inativacao fotodinamica € descrita como terapéutica promissora na inativacao de
micro-organismos bucais. A curcumina é um fotossensibilizador com caracteristica
hidrofébica, e que pode comprometer a sua eficiéncia. Dessa forma, torna-se
relevante o desenvolvimento de estudos que verifiquem o seu efeito quando
conjugada a micelas poliméricas. O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da
inativacdo fotodinamica em biofiime de Streptococcus mutans utilizando-se
curcumina, conjugada ou nao, a micelas como fotossensibilizador, irradiado por luz
LED. Realizou-se a caracterizagdo das micelas poliméricas nas concentragdes de 0.1
e 0.5% de curcumina, por meio do Potencial Zeta, determinacédo do espalhamento de
luz dindmico, microscopia eletronica de transmisséo e a investigacdo dos mecanismos
envolvidos na reacdo fotodinamica. Apds, foi selecionada a melhor concentracao a
ser utilizada na inativacdo fotodinamica sobre biofilme de Streptococcus mutans. As
concentragbes inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) foram
determinadas. Foram induzidos em placa de 96 pocos biofilmes single espécie. Os
biofilmes foram irradiados uniformemente com sistema de iluminacédo a LED (Biotable,
MMO) em comprimento de onda de 460 nm com dose/densidade de energia de 15
Jicm?. Unidades formadoras de coldonia (UFC/mL), a partir da CIM e CBM foram
obtidas. Por meio de microscopia confocal utilizando-se corante BacLight®
LIVE/DEAD foi avaliado a viabilidade celular nos biofilmes. Diferentes Grupos foram
analisados: FSM+L+ (Fotossensibilizador conjugado a micelas de Pluronic + Luz),
FSD+L+ (Fotossensibilizador em DMSO 10% + Luz), M+L+ (Micelas de Pluronic +
Luz), D+L+ (DMSO 10% + Luz), FS-L+ (Agua Milli-Q + Luz), FSM+L-
(Fotossensibilizador conjugado a micelas de Pluronic - Luz), FSD+L-
(Fotossensibilizador em DMSO 10% - Luz), M+L- (Micelas de Pluronic - Luz), FS-L-
(Agua Milli-Q — Luz: Grupo controle negativo) e C+L- (Clorexidina a 0.2%: Grupo
controle positivo). Apos avaliagdo dos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade, os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e
ANOVA com correcdo de Welch, para comparagao multipla foi utilizado Pds-hoc de
Games-Howell e Pds-hoc de Tukey. Ambos os testes foram realizados ao nivel de
significancia de 5%. Para os grupos tratados com luz e valor de a < 0,05, os resultados
mostraram que o0s grupos FSM+L+ (3,41llogl0) e FSD+L+ (1,92log10) foram
semelhantes (p=0,122) e diferentes de M+L+, D+L+ e FS-L+ (p<0,027). A viabilidade
de Streptococcus mutans na presenca de curcumina conjugada a micelas foi
substancialmente reduzida por irradiacdo com LED. Assim, torna-se factivel a
utilizacdo de micelas de Pluronic® F-127 como alternativa viavel para veiculacédo da
curcumina a ser utilizada na inativacdo fotodindmica, sem a necessidade de
incorporacgao prévia da curcumina a solventes como etanol e DMSO.

Palavras-chave: Curcumina. Micelas. Fotoquimioterapia. Streptococcus mutans.
Biofilmes.



Santos DDL. Photodynamic inactivation using Pluronic® F-127 conjugated curcumin
on the biofilm of Streptococcus mutans [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

ABSTRACT

Photodynamic inactivation is described as promising therapy in the inactivation of oral
microorganisms. Curcumin is a hydrophobic photosensitizer, which can compromise
its efficiency. Thus, the development of studies that verify its effect when conjugated
to polymeric micelles becomes relevant. The objective of this study was to evaluate
the effectiveness of photodynamic inactivation in Streptococcus mutans biofilm using
curcumin, conjugated or not, to micelles as photosensitizer, irradiated by LED light.
The characterization of the polymeric micelles in the 0.1% and 0.5% concentrations of
curcumin was carried out by Zeta Potential, determination of dynamic light scattering,
transmission electron microscopy and investigation of the mechanisms involved in the
photodynamic reaction. After that, the best concentration to be used in photodynamic
inactivation on Streptococcus mutans biofilm was selected. Minimum inhibitory
concentrations (MIC), minimal bactericidal (MBC) were determined. Single-species
biofilms were induced in 96-well plate. The biofilms were uniformly irradiated with a
LED illumination system (Biotable, MMO) at wavelength of 460 nm with dose or energy
density of 15 J/cm2. Colony forming units (CFU / mL) from CIM and CBM were
obtained. By means of confocal microscopy using BacLight® LIVE/DEAD dye, cell
viability in biofilms was evaluated. Different groups were analyzed: FSM+L+
(Photosensitizer conjugate micelles Pluronic + Light), FSD+L+ (Photosensitizer in 10%
DMSO + Light), M+L+ (Micelles Pluronic + Light), D+L+ (10% DMSO + Light), FS-L+
(Milli-Q Water+ Light), FSM+L- (Photosensitizer conjugated Pluronic micelles - Light)
FSD+L- (Photosensitizer in 10% DMSO - Light), M+L- (Micelles Pluronic - Light), FS-
L- (Milli-Q Water- Light: Negative control group) and C+L- (Chlorhexidine 0.2%:
Positive control group). After evaluating the assumptions of normality and
homoscedasticity, the data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and
ANOVA with Welch correction, for multiple comparison was used Post-hoc Games-
Howell and Post-hoc of Tukey. Both tests were performed at a significance level of 5%.
For the groups treated with light and value of a < 0,05 the results showed that the
groups FSM+L+ (3,41log10) and FSD+L+ (1,92log10) were similar (p=0,122) and
different from M+L+, D+L+ e FS-L+ (p<0,027). The viability of Streptococcus mutans
in the presence of curcumin conjugated to micelles was substantially reduced by
irradiation with LED light. Thus, it becomes feasible to use Pluronic® F-127 micelles
as a viable alternative for curcumin to be used for photodynamic inactivation, without
the need for prior incorporation of curcumin to solvents such as ethanol and DMSO.

Keywords: Curcumin. Micelles. Photochemotherapy. Biofilms. Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral possui ampla quantidade de nutrientes e, sem duavida
caracteriza-se como local propicio para a formacdo de biofilmes microbianos. A
cavidade oral possui a flora microbiana mais complexa do corpo humano, constituida
por mais de 700 espécies bacterianas diferentes, entre essas encontra-se o principal
fator etiolégico da carie dentaria conhecida como Streptococcus mutans. A carie
dentéria esta entre as doengas humanas mais prevalentes, que progride lentamente
e é caracterizada pela destruicéo localizada e irreversivel das estruturas dentais=.

O Streptococcus mutans € uma espécie de bactéria Gram-positiva que se
encontra na cavidade oral e, mais especificamente, nos biofilmes multiespécies
encontrados na superficie dos dentes?. A capacidade de sobreviver num ambiente
acido é devido a modulacéo das vias metabdlicas do agucar associadas as ligacdes
de adesado aos dentes, sendo isso um componente chave para a patogénese do
Streptococcus mutans. A capacidade do Streptococcus mutans de co-agregar com
outras espécies microbianas, seguido por proliferacdo e disseminacao, possibilita o
acesso aos tecidos mais profundos, causando a dissolucdo dos cristais de
hidroxiapatita no esmalte e na dentina, 0 que resulta em cavitacdo das estruturas
dentais, ou seja, promove a deterioracdo do elemento dental®*f. Se néo for evitada,
esta cavitacdo proporcionara um nicho onde os micro-organismos formarao biofilme,
permitindo que a cérie progrida gradualmente. Apesar de todos 0s avancos cientificos
na cariologia nos ultimos 150 anos!, os custos associados a ensaios clinicos
suficientemente rigorosos e o estado da carie dentaria como uma condigdo sem risco
de vida provavelmente continuardo impedindo o avanco de novas terapéuticas no
mercado’.

De forma geral, a organizacdo dos micro-organismos em biofilme promove
diminuicdo consideravel na susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, dificultando
a acdo das farmacos e aumentando a resisténcia aos diferentes agentes®®. A
clorexidina é o agente antimicrobiano mais frequentemente utilizado para
descontaminacdo bucal previamente a procedimentos cirdrgicos, e também em
descontaminacéo de sitios infecciosos como lesdes cariosas e bolsas periodontais!®-
12 além outras diversas aplicacdes. Entretanto, a clorexidina apresenta alguns efeitos
colaterais, tais como: alteracao na coloracao nos elementos dentarios, restauracoes,
proteses, perda do paladar, queimaduras no tecido mole entre outros!3. O

desenvolvimento de cepas resistentes a clorexidina ja vem sendo apontada na
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literatural®. Em vista disso, a busca por outros agentes antimicrobianos e o
desenvolvimento de tratamentos alternativos torna-se muito relevante?®.

A inativagao fotodinamica vem sendo apontada como modalidade terapéutica
promissora para a inativagdo de micro-organismos bucais, especialmente visando
impedir ou prevenir os problemas relacionados com a resisténcia dos micro-
organismos aos antibiéticos e antifingicos existentes no mercado!®'8. Essa terapia
ocorre da interacao entre um fotossensibilizador, um comprimento de onda apropriado
e 0 oxigénio'®. Atualmente existe varios fotossensibilizadores no mercado, como por
exemplo a curcumina, que apesar de seu grande potencial como agente
fotossensibilizador, possui baixa solubilidade em solucbes aquosas, sendo a
alternativa utilizada para a solubilizagdo do pé a sua dissolucio em DMSO
(dimetilsulféxido) ou etanol previamente a incorporacéo em agua'®2°-24, No entanto, a
utilizacao clinica desses solventes ndo ser desejavel devido as caracteristicas desses
solventes, por exemplo o DMSO é totalmente absorvido pela pele ou mucosa, indo
diretamente para corrente sanguinea e que em altas concentragbes apresenta
toxicidade. Dessa forma, para que a inativacado fotodinamica (IFD) mediada pela
curcumina possa ser indicada clinicamente no controle de micro-organismos bucais,
a investigacdo de veiculos biocompativeis capazes de solubilizi-la e de manter seu
excelente efeito fotodinamico ainda é necessaria'®.

Devido a natureza hidrofébica de alguns fotossensibilizantes e a rapida absorcao
deste, o sistema de liberacdo deve ser capaz de proteger e manter o
fotossensibilizador de natureza hidrofébica sem perda ou alteragdo da sua atividade,
conservando sua forma monomeérica e determinando, assim, sua eficacia. Os
Pluronics sé@o copolimeros em bloco, sendo a base de 6xidos de etileno e de propileno
do tipo EmPnEm (onde E denota o bloco de 6xido de etileno, P o bloco de éxido de
propileno e os m e n subscritos indicam as unidades repetitivas de E e P). Esses
polimeros triblocos favorecem significativamente o efeito anticancerigeno,
antimicrobiano e antioxidante?®. Além disso, os Pluronics séo caracterizados pela sua
estrutura anfifilica (moléculas que possuem uma regido hidrofilica e uma regiao
hidrofébica) e por isso sédo capazes de se agregar em solucédo aquosa?®?’. Trabalhos
mostram que os Pluronics solubilizam eficientemente tanto porfirinas hidrofébicas?®
quantos hidrofilicas?®®, e um estudo recente mostrou que a formacédo de micelas

poliméricas mistas aumenta a estabilidade e a solubilidade da curcumina?>.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pele
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
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Para aplicacdes farmacéuticas € interessante utilizar tensoativos poliméricos nao
ibnicos, como polimeros em bloco do tipo oxi-alquilicos. Tem-se especial interesse
nos triblocos da classe dos Pluronics, devido a baixa toxicidade em comparacao aos
tensoativos convencionais®®. Esses copolimeros em bloco com carater anfifilico
formam micelas capazes de se combinar com o farmaco e otimizar a solubilidade, a
estabilidade, a permeabilidade, controlar a liberacdo e proteger o farmaco. Micelas
séo particulas de tamanho coloidal (10-100 nm) formadas em funcdo da diminuicédo
da energia entrépica do sistema dada a natureza anfifilica do polimero?’. As micelas
poliméricas favorecem a absorcdo e incorporacdo dos farmacos pelos sistemas
celulares, com menor toxicidade e efeitos colaterais®°.

As micelas de Pluronics possuem grupos oxipropilénicos na parte interna
correspondente ao nucleo sendo mais hidrofébica, e os grupos oxietilénicos nas
extremidades mais hidrofilicas, correspondente a corona3'. Essas micelas sé&o
amplamente aplicadas na solubilizagdo de moléculas lipofilicas por meio de interagdes
hidrofébicas e de van der Waals ao bloco hidrofébico das micelas. O balanco de
hidrofobicidade das micelas poliméricas é controlado pela combinacao da quantidade
de monémeros hidrofilicos e hidrofébicos, resultando na grande versatilidade desses
compostos®. A utilizacdo de sistemas micelares de tensoativos poliméricos tem sido
constante, usados como sistema de liberagéo para direcionar o principio ativo a regiao
alvo, de maneira eficiente e rapida33®3*. Estes sistemas apresentam maior
solubilizacéo, prevencao da agregacdo e manutencdo das propriedades fotofisicas
dos compostos hidrofdbicos.

Dessa forma, sendo a curcumina um fotossensibilizador com caracteristica
hidrofébica e que esta caracteristica pode comprometer a sua eficiéncia quando
utilizada na inativacdo fotodinAmica sobre biofilmes orais, torna-se extremamente
relevante o desenvolvimento de estudos que verifiguem o seu efeito de inativagao

antimicrobiana quando conjugada a micelas poliméricas como os Pluronics.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que o
tratamento com a inativacdo fotodindmica utilizando a curcumina conjugada ao
Pluronic® F-127 na concentracdo de 0,5% combinado a luz LED e dose de 15J/cm2,
diminuiu a viabilidade do biofilme de Streptococcus mutans. Além disso, nenhuma

atividade antibacteriana foi encontrada na auséncia de luz.
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