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RESUMO

A periodontite tem prevaléncia de 30 a 50% em nacdes industrializadas sendo considerada um
importante problema de satde publica em razéo de ser um fator de risco para varias doencas
sisttmicas. Neste contexto, novas terapias tém sido pesquisadas, mas resultados efetivos com
protocolos adequados ainda estdo em construcdo. Dentre elas destaca-se a entrega local de
medicamentos por meio de diversos dispositivos, que facilitam a liberagcdo dos mesmos no local
desejado. Outra possibilidade é a terapia fotodindmica com laser de baixa intensidade associado
a fotossensibilizadores, que quando aliada a nanotecnologia tem registrado resultados
promissores na supressao de microrganismos periodontais e na contencdo da resisténcia
bacteriana. Diante do exposto o presente estudo se propbs em sintetizar nanoparticulas de azul
de metileno em matrizes de metilcelulose e associé-lo a terapia fotodindmica para aplicacdo na
periodontia. O estudo se caracteriza por um estudo in vitro, e foi conduzido em duas etapas.
Inicialmente foi realizada a sintese das nanoparticulas de azul de metileno e sua respectiva
caracterizacdo fisico-quimica quanto a eficiéncia de encapsulagdo, tamanho de particula por
espalhamento de luz dindmico (DLS), morfologia por microscopia eletrénica de transmisséo
(MET), e liberagdo controlada do azul de metileno. Posteriormente, foram avaliadas: a agéo
antimicrobiana das nanoparticulas de azul de metileno associada a terapia fotodinamica frente
aos principais microrganismos relacionados a periodontite: Staphylococcus aureus,
Aggregatybacter actinomycetemcomitans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Streptococcus mutans e Candida albicans. As nanoparticulas de azul de metileno apresentaram
uma eficiéncia de encapsulacdo proximo a 100%, e os menores resultados de tamanho de
particula (186 e 274 nm) foram atribuidas as com menores concentracdes de azul de metileno
e metilcelulose na formulagdo. As amostras apresentaram uma liberacdo lenta e controlada ao
longo das 10 horas avaliadas. As nanoparticulas de azul de metileno fotossensibilizadas
apresentaram efetiva acdo antimicrobiana contra os microrganismos estudados ao serem
comparadas ao azul de metileno puro. Com base nestes resultados entende-se que este € um
produto inovador e promissor para ser utilizado como adjuvante ao tratamento periodontal
convencional e que pode diminuir a resisténcia antimicrobiana pela sua atuacao local associado
a PDT. Desta forma ha viabilidade de obtencdo de protocolos seguros, adequados, de facil
manuseio e de acessibilidade para todos, a fim de diminuir a resisténcia microbiana a
antibidticos alopaticos e efetivar maiores taxas de sucesso nos tratamentos periodontais

Palavras-chave: Periodontia. Doenca periodontal. Nanotecnologia. Fototerapia.






ABSTRACT

Periodontitis has a prevalence of 30 to 50% in industrialized nations and is considered an
important public health problem because it is a risk factor for several systemic diseases. In this
context, new therapies have been researched, but adequate protocols are still under. Among
them can be highlighted the local delivery of medicines through various devices, which
facilitate their release at the desired location. Another possibility is photodynamic therapy with
low-level laser associated with photosensitizers. When combined with nanotechnology it has
shown promising results in the suppression of periodontal microorganisms and in the
containment of bacterial resistance. Thus, the present study aimed to synthesize methylene blue
nanoparticles in methylcellulose matrices and associate it with photodynamic therapy for
application in periodontics. This in vitro study was conducted in two stages. Initially, the
synthesis of methylene blue nanoparticles was performed and and the physicochemical
properties related to encapsulation efficiency, particle size by dynamic light scattering (DLS),
morphology by transmission electron microscopy (TEM), and controlled release of methylene
blue were evaluated.In addition he antimicrobial activity of methylene blue nanoparticles
associated with photodynamic therapy was evaluated against the main microorganisms related
to periodontitis:  Staphylococcus aureus, Aggregatybacter actinomycetemcomitans,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus mutans and Candida albicans. The
methylene blue nanoparticles showed an encapsulation efficiency close to 100%, and the
smallest particle size results (186 and 274 nm) were attributed to those with the lowest
concentrations of methylene blue and methylcellulose in the formulation. The samples showed
a slow and controlled release over the 10 hours evaluated. The photosensitized methylene blue
nanoparticles showed effective antimicrobial activity against the microorganisms studied when
compared to pure methylene blue. These results showed that this is an innovative and promising
product to be used as an adjunct to conventional periodontal treatment and that it can reduce
antimicrobial resistance due to its local action associated with PDT. Thus, it is possible to obtain
safe, adequate, easy-to-handle and accessible protocols in order to reduce microbial resistance
to allopathic antibiotics and to achieve higher success rates in periodontal treatments.

Keywords: Periodontics. Periodontal disease. Nanotechnology. Phototherapy






IMPACTO E CARATER INOVADOR DA PRODUCAO INTELECTUAL

A presente dissertagdo do Curso de Mestrado do Programa de Pds-Graduagdo em
Ambiente e Saude da Universidade do Planalto Catarinense, esta vinculada a linha de pesquisa
Ambiente, Sociedade e Salde e visa, a partir de um pensamento complexo e interdisciplinar
constatar a relevancia de como produtos inovadores podem impactar na salde geral e na
qualidade de vida dos individuos.

Esta pesquisa vincula-se a necessidade emergente, que a area da odontologia busca para
evitar a ocorréncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos. Neste contexto, efetuou-se um
experimento, aliando a nanotecnologia com a terapia fotodinamica com laser de baixa poténcia.
Nosso estudo apresentou resultados promissores na supressdo de bactérias e fungo.

A maior relevancia desta pesquisa reside no fato de que a terapia fotodinamica consegue
atuar localmente na area afetada e, por esta razdo, diminuir a ocorréncia de resisténcia
bacteriana, contribuindo também para preservar a saude geral dos individuos

Ao realizar a pesquisa, de um novo produto para fazer frente as principais bactérias
periodontais, pensou-se na importancia do tema perante o cenario pandémico que assola o
mundo atual, pois é cada vez mais vital que o combate a cepas resistentes seja efetivo para o
bem comum.

A utilizacdo de nanoparticulas de metilcelulose carregadas com azul de metileno sob
acdo da terapia fotodinamica é efetiva na supressao de bactérias periodontopatogénicas in vitro.
Porém, mais pesquisas precisam ser efetivadas para que protocolos adequados, bem
estruturados e de facil manejo sejam ofertados, para que todos os profissionais da satde possam
utiliza-los rotineiramente, a fim de que se consiga combater a resisténcia antimicrobiana e,

consequentemente, haja maior seguranca e melhor qualidade de vida para todos.
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1 INTRODUCAO

O Global Burden of Disease classificou a periodontite grave em 11° lugar de
prevaléncia, afetando 750 milhdes de pessoas no mundo (GBD, 2017). Nazir et al. (2020)
analisaram dados globais da doenca periodontal que utilizaram o Indice periodontal
comunitério de necessidades de tratamento em diversos paises, onde a periodontite foi mais
prevalente em pessoas idosas e em paises de alta renda, provavelmente porque este retém mais
dentes por mais tempo.

Os efeitos deletérios da periodontite se estendem além da cavidade oral através da
circulacdo sanguinea, atingindo seu portador sistemicamente e contribuindo para o aumento das
comorbidades sistémicas (BUI et al., 2019; DIOGUARDI 2020; MAROUF et al., 2021;
SEYAMA et al., 2020).

A associacéo entre diabetes e doencas periodontais inflamatdrias séo estudadas ha muito
tempo e sua associacao bidirecional esta bem estabelecida na literatura (SEYAMA et al., 2020),
sendo a periodontite a sexta complica¢do mais comum do diabetes (DESHMUKH et al., 2011).
A inflamagdo causada pela infeccdo periodontal pode afetar adversamente o controle
metabolico do diabetes. As bactérias gram-negativas podem interferir no controle glicémico,
pela sua atuacdo no metabolismo do figado (SEYAMA et al., 2020) e o tratamento da infeccao
oral pode ser efetivo neste controle (MEALEY, 2006).

Outra doenca sistémica que pode ter relacdo com a doenca periodontal é o Alzheimer
reconhecido por causar um declinio cognitivo progressivo e consequentemente diminuicdo da
qualidade de vida de seu portador. Acredita-se que a doenca periodontal poderia intensificar a
inflamacdo no nivel de sistema nervoso central (SNC) por citocinas inflamatorias de origem
intraoral que chegam ao SNC atraves da corrente circulatoria favorecendo o aparecimento da
doenca de Alzheimer (DIOGUARDI, 2020).

Ainda, a doenca periodontal tem sido apontada como fator de risco para as doencas
coronarianas (SANZ et al., 2020), desenvolvimento de cancer de boca (YAO et al., 2014),
pneumonia nosocomial para pacientes internados em unidades de terapia intensiva (GOMES-
FILHO et al., 2014), risco aumentado de parto prematuro (LIN et al., 2007) e maior risco de
complicacdes da Covid -19 (MAROUF et al., 2021).

O tratamento convencional da periodontite consiste na raspagem e alisamento radicular
(FERREIRA et al., 2018), os quais apresentam limitac6es, como dificuldade de acesso as areas

de furcas, bolsas profundas, sulcos e sitios distais de molares (TAKASAKI et al., 2009) bem
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como, as irregularidades e a anatomia do cemento e dentina radiculares também dificultam a
remocdo dos microrganismos (TRIBBLE; LAMONT, 2010).

A medicacdo sistémica associada a esta terapia e as terapias cirdrgicas ndo tém
atingido os resultados almejados (RAJESHWARI et al., 2019). Isto ocorre devido a resisténcia
bacteriana as medicacdes (MAHMOUDI et al., 2018; TAN; SAFII; RAZALI 2020), seu uso
inadequado, dificuldade de atingir o local, baixa concentracdo do medicamento ou por este ter
pouca penetragdo tecidual (ADDY; MARTIN 2003). Ainda como causa de resisténcia
bacteriana tem-se a utilizagdo de antimicrobianos na veterinaria e producdo animal, os quais
podem transmitir resisténcia ao organismo humano e animal (LOUREIRO et al., 2016)

Com o objetivo de complementar o efeito destas terapias convencionais, novos
tratamentos tém sido propostos (SANTANA et al., 2016). No intuito de auxiliar no transporte
das medicacdes surgiram os sistemas locais de administracdo de medicamentos para transportar
as medicacdes ao local desejado (RAJESHWARI et al., 2019; TAN; SAFII; RAZALI 2020;
SILVESTRE et al., 2021). Dentre estes sistemas destacam-se: sistemas de irrigacdo, fibras,
geis, tiras, filmes, microparticulas, nanocapsulas, nanoparticulas e agentes microbianos de
baixa dose (RAJESHWARI et al., 2019) além de dispositivos como fibra optica (EDUARDO
et al., 2015; DE FREITAS et al., 2015) lentes opticas e cateteres (MANG, 2004).

Neste contexto, como terapia complementar ao tratamento convencional de raspagem e
alisamento radicular, tem sido investigada, por meio de estudos in vitro, a terapia fotodinamica
comumente conhecida pela sua abreviatura da terminologia em inglés photodynamic therapy
(PDT) (AZ1Zl etal., 2019; FEKRAZAD et al., 2015; FEKRAZAD et al., 2016; MAHMOUDI
et al., 2018; MIRZAHOSSEINPOUR et al., 2020) e também por meio de estudos in vivo
(AIAHAMARI et al., 2020; EDUARDO et al., 2015; SURESH et al., 2020). Sua utilizacéo
tem sido indicada principalmente devido ao seus efeitos de desinfeccdo local e modulacao
tecidual (AZlZl etal., 2019; EDUARDO et al., 2015) conseguindo reduzir fatores de viruléncia
(KARAN et al., 2017) e evitando a resisténcia bacteriana por agir em local especifico
(SILVESTRE et al., 2021).

Consequentemente reduz tempo de tratamento e risco de bacteremias (AZIZI et al.,
2019). Ainda, os lasers de baixa poténcia utilizados na PDT, sdo reconhecidos pela acdo
analgésica, biomoduladora e anti-inflamatéria (EDUARDO et al., 2015).

Além da odontologia, a PDT tem sido usada na area médica para o tratamento
coadjuvante do cancer (MANG, 2004), fotorejuvenescimento, lesbes fngicas, doencas de pele
(BAPTISTA et al., 2017; SHERWANI et al., 2015).
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Na perspectiva, de potencializar a acdo das terapias complementares as areas mais
distantes das bolsas periodontais é que foi proposto este estudo, que associou a PDT a
nanotecnologia para entregar um agente antibacteriano somente no local afetado na tentativa de
se evitar a resisténcia bacteriana (AZ1ZI et al., 2019).

A nanotecnologia tem sido usada com éxito na odontologia, na prevencao e tratamento
da cérie e das doencas periodontais e na melhoria de varios produtos de diversas areas, tais
como dentistica, prétese, implantodontia, periodontia, endodontia e cirurgia (ALKAHTANI,
2018).

Associada a terapia fotodinamica observa-se estudos com o0s sensibilizantes azul de
metileno e azul de toluidina associados a nanoparticulas de ouro (SHERWANI et al., 2015);
com sensibilizador a base de nanoparticulas de curcumina — silica (MIRZAHOSSEINIPOUR
et al., 2020) azul de metileno nanoencapsulado com o copolimero poli (acido latico) (PLGA)
(CASTANEDA-GILL etal., 2017; DE FREITAS et al., 2016). Os resultados dos estudos acima
referidos apontam que a associacdo da nanotecnologia potencializou a a¢do anticancerigena,
antifingica e antimicrobiana da PDT.

Diante do exposto, reitera-se que a PDT tem apresentado resultados promissores no
combate as infeccOes periodontais. Entretanto, a maioria dos estudos ainda séo estudos in vitro,
que limitam extrapolar estes resultados, neste momento, para a pratica clinica.

Assim, destaca-se a relevancia deste estudo que desenvolveu nanoparticulas de
metilcelulose, contendo o corante de azul de metileno, para ser usado associado ao laser de
baixa poténcia, no intuito de potencializar a acdo antimicrobiana frente aos principais patégenos
periodontais. A metilcelulose € um polimero de baixo custo, abundante na natureza,
biocompativel, atoxico e indcuo ao meio ambiente. Nesse sentido, a interdisciplinaridade
perpassa a tematica do estudo uma vez que interrelaciona as ciéncias da satde, do ambiente e
da nanotecnologia que tem como objetivo comum aprimorar uma terapia complementar para o
tratamento de pacientes com doenca periodontal. Consequentemente, ao melhorar as condigdes
de saude oral, contribui-se para a melhoria da qualidade de vida relacionada a saude bucal e das
condicdes sistémicas do paciente, reduzindo o risco de outras comorbidades como ja apontado
anteriormente.

Este tema apresenta relevancia para os profissionais da salde, principalmente para a
odontologia. A doenca periodontal é uma doenca cronica que precisa ser tratada e mantida
adequadamente, pois como ja exposto ela é considerada um dos fatores de risco para algumas

comorbidades sistémicas. A busca por novas modalidades de tratamento periodontal é cada vez
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mais evidente e necesséria para que haja diminuicdo de resisténcia bacteriana e efetividade na
remissdo das bactérias periodontopatogénicas.

Como profissional especialista em periodontia hd mais de 20 anos tenho observado a
estreita relacdo que a doenca periodontal tem com as condic¢des sistémicas dos individuos.
Muitos diabéticos foram diagnosticados em consultas clinicas odontoldgicas e encaminhados
para tratamento enddcrino resultando em melhora de ambas as condi¢es periodontal e clinica
com os tratamentos aliados. Isto ocorre com outras comorbidades relacionadas com a baixa
imunidade do paciente, como o estresse, fumo e pacientes com céncer. A saude bucal tem
relacdo direta com o corpo humano e precisa ser adequada e mantida pelos profissionais da area
da salde.

Como especialista em periodontia acompanhando pacientes ao longo dos anos tenho a
percepcao de que o tratamento mecanico convencional é efetivo na maioria dos casos em que
0 paciente faz a manutencdo pessoal e comparece aos retornos para manutencéo profissional da
sua doenca. Porém ha casos, onde apesar de todos 0s esfor¢os conjuntos para obtencéo da saude
oral esta fica comprometida, quando ha microrganismos resistentes ou quando a salude geral €
afetada. Assim, o cuidado interprofissional € essencial para que se atinja o bem estar do
individuo.

Neste contexto a medicina tem contribuido para a aproximacdo com a odontologia
devido ao entendimento matuo das interrelacdes entre a cavidade oral e o corpo humano. Ainda
ananociéncia e a quimica sdo essenciais para a inovacao de produtos nestas areas. Sendo assim,
novos tratamentos que possam melhorar as condi¢des da satde dos individuos devem ser
pesquisados. Este estudo prioriza a busca de um tratamento local e inovador que tenha real
efetividade no combate aos patdégenos periodontais e menor agressividade ao individuo para

que a saude geral do mesmo seja mantida.
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2 PERGUNTA DE PESQUISA

Como se apresentam as propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas das

nanoparticulas de azul de metileno fotossensibilizadas para aplicacdo na periodontia?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas das nanoparticulas azul de

metileno associado a terapia fotodindmica para aplicagdo na periodontia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de azul de metileno;

— Avaliar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de azul de metileno
fotossenbilizadas frente aos principais microrganismos relacionados a periodontite:
Staphylococcus aureus, Aggregatybacter actinomycetemcomitans, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus mutans e Candida albicans.
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4 REVISAO DE LITERATURA

A presente se¢do tem por propdsito apresentar as caracteristicas da doenca periodontal
e como esta pode ser um fator de risco para a satde geral do individuo. Seu tratamento pode
contribuir na prevencdo ou reducdo do agravamento de algumas doencas sistémicas. O
tratamento mecanico da doenca periodontal, apesar de ser bastante efetivo, nem sempre
consegue atingir bactérias mais resistentes. Desta forma é importante que se investigue novas
terapias para este fim. Dentre elas a terapia fotodindmica com laser de baixa intensidade,
associado a entrega de medicamentos local e a nanociéncia podem se configurar em aliados

valiosos no tratamento periodontal contemporaneo.

4.1 DOENCA PERIODONTAL

A periodontite € uma doenca cronica ndo transmissivel (DCNT) com alta prevaléncia,
afeta gravemente cerca de 11,2 % da populacdo mundial, sendo a sexta DCNT mais comum
(SANZ et al., 2019). E considerada um importante problema de saude publica pois aumenta
com a idade sendo mais prevalente em pessoas idosas (65 a 74 anos) e em paises de alta renda
(NAZIR et.al., 2020). A sua etiopatogenia tem causa microbiana e afeta os tecidos moles e de
suporte dos dentes podendo causar mobilidade e esfoliacdo dentaria (MOMBELLI,
2018; RAJESHWARI et al., 2019). Ainda pode causar desmineralizacdo das superficies
radiculares, amolecimento do cemento e contaminacdo por lipopolissacarideos bacterianos
(FERREIRA et al., 2018).

Assim, para prevenir e tratar esta doenca é essencial conhecer a patogénese das
bactérias que se acumulam na bolsa periodontal (MOMBELLI, 2018). O acumulo de bactérias
no sulco gengival causa uma inflamacéo que é exacerbada a medida que a quantidade destes
microrganismos aumenta (LOE; THEILADE; JENSEN; 1965). Esta microbiota inicial é
composta por cocos e bacilos gram positivos, com formas fusiformes e filamentosas com o seu
aumento surgem as espiroquetas (THEILADE; WRIGHT; JENSEN; LOE, 1966).

A doenca periodontal tem microbiota muito diversificada com centenas de espécies e
subespécies, associadas a alguns padrGes de citocinas medidos no fluido gengival
(MOMBELLLI, 2018). Ha cerca de 700 espécies diferentes de bactérias na cavidade oral sendo
em torno de 400 delas encontradas em bolsas periodontais. Dentre 0s microrganismos mais
usuais pode-se citar: Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis, Actinomycetemcomitans
(MOMBELLLI, 2018).
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A terapia profilatica da doenca periodontal é a remocéo do biofilme bacteriano e de seus
subprodutos para evitar o agravamento da mesma (MOMBELLI, 2018). O tratamento
convencional que consiste na raspagem e alisamento radicular é o primeiro passo da terapia
mecanica periodontal (FERREIRA et al., 2018). Porém, este tratamento apresenta limitacdes,
como dificuldade de acesso as areas de furcas, bolsas profundas, sulcos e sitios distais de
molares (BALATA et al., 2010; TAKASAKI et al., 2009) bem como, as irregularidades e a
anatomia do cemento e dentina radiculares também dificultam a remoc&o dos microrganismos
(TRIBBLE; LAMONT, 2010). Além disto, a lama dentinéria e bactérias que permanecem
viaveis dentro dos tubulos dentindrios sdo considerados fatores limitantes da terapia
convencional (FERREIRA et al., 2018).

Outro agravante € que a infeccdo periodontal por ser lenta e continua a medida que
progride favorece o aumento da diversidade de flora bacteriana devido as interagfes complexas
entre os microambientes (MOMBELLI, 2018). O desenvolvimento desta microbiota complexa
depende de fatores ecologicos, mudancas intraorais que favorecem ou desencadeiam fatores de
viruléncia (PRATTEN et al., 2001).

Além disso, os patdgenos periodontais permanecem em outros locais da cavidade oral,
ndo somente na bolsa periodontal, principalmente se o microambiente tiver condigdes
favoraveis tais como: ranhuras, tecidos moles aumentados, bolsa pericoronal em terceiros
molares (MOMBELLLI et al., 1990) e; tubulos dentinarios que também estédo fora do alcance da
terapia mecanica convencional (FERREIRA et al., 2018). Nestas condi¢cdes pode ocorrer
recontaminacdo em sitios ja tratados (MOMBELLI, 2018). Porém, com todas as dificuldades,
esta terapia € indispensavel e deve sempre ser realizada, principalmente para individuos com
doencas sistémicas, impossibilitados de serem tratados com terapias cirdrgicas, tais como
diabéticos e portadores de doencas cardiovasculares (ROSE et al., 2007).

A doenca periodontal pode predispor os individuos a algumas doencas sistémicas ou ser

fator de risco para sua exacerbacdo. Diante disto € necessario conhecer como isto pode ocorrer.

4.2 DOENCAS SISTEMICAS E SUA RELACAO COM A DOENCA PERIODONTAL

Doencas periodontais podem predispor os individuos a algumas doengas sistémicas, tais
como: doencas cardiovasculares (SANZ et al., 2019), aterosclerose (CAMPBELL et al., 2015),
aterotrombose (BAHEKAR et al., 2007), infeccdo do trato respiratorio, como pneumonia
nosocomial (GOMES-FILHO et al., 2014), Covid -19 (GOMES et al., 2021; MAROUF et al.,
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2021), Alzheimer (DIOGUARDI et al., 2020) diabetes (DESHMUKH et al., 2011; SEYAMA
et al., 2020), cancer bucal (YAO et al., 2014).

Bui et al. (2019) -correlacionaram patdégenos periodontais Aggregatybacter
actynomicetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotela
intermedia, Tannerela forsythia a véarias doencas sistémicas (cardiovasculares, gastrointestinais
e colorretais, cancer, diabetes e resisténcia a insulina, doenca de Alzheimer, infeccGes
respiratdrias e resultados adversos na gravidez). Desta forma, a inflamacdo oral pode afetar
estas doengas devido aos subprodutos bacterianos oriundos da cavidade oral entrarem na
circulacdo sanguinea podendo alterar o curso de outras comorbidades sistémicas (BUI et al.,
2019).

A periodontite agressiva é um processo inflamatério de origem bacteriana mediada
pelo sistema imunologico do hospedeiro (GARCIA, 2011). Apresenta destruicdo das estruturas
de protecdo e de suporte dentario, num periodo relativamente rapido, normalmente leva
a perda prematura dos elementos dentarios e em alguns casos a terapia antimicrobiana €
necessaria em adigdo a terapia mecénica (GARCIA, 2011).

Os biofilmes formam unidades complexas capazes de inibir os mecanismos da resposta
de protecdo inflamatdria e imunologica do hospedeiro, impedindo-o de se proteger mesmo
perante administracdo de antibidticos (ANDERSEN et al., 2007). A antibioticoterapia realizada
de forma indiscriminada ou inadequada pode causar resisténcia bacteriana (MAHMOUDI et
al., 2018; TAN; SAFII; RAZALI 2020). Sendo assim uma terapia de atuacéo local de combate
a estes microrganismos, como a PDT com agentes fotossensibilizadores nanoparticulados pode
evitar esta ocorréncia (AZIZI et al., 2019).

Os efeitos deletérios das doengas periodontais ndo ficam limitados a cavidade oral, mas
se estendem pela circulacdo sanguinea atingindo o individuo sistémicamente, provocando uma
resposta imunoinflamatdria no hospedeiro que pode causar complicacdes sistémicas (BUI et
al., 2019; SANZ et al., 2019; TROIANO et al., 2017).

Aassociacdo entre doencas cardiovasculares e doencas periodontais sdo cada vvez mais
evidentes (SANZ et al., 2019). Bahekar et al. (2007) em estudo de meta anélise de cinco
estudos coorte prospectivos (86.092 pacientes), confirmam que tanto a prevaléncia quanto a
incidéncia de doenca coronariana aumentam significativamente em pacientes com doenca
periodontal quando comparados aos casos controle, indicando a doenca periodontal (DP) como
fator de risco de 1,14 vezes maior para ter a doenca coronariana.

A aterosclerose e doenga periodontal sdo doencas inflamatorias crénicas multifatoriais

(CAMPBELL et al., 2015). Os patdgenos de bolsas periodontais podem atingir a vasculatura,
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pela inflamacéo, e contribuir para a aterogénese, carregando bactérias patogénicas da doenca
periodontal, tais como Porphyromonas gingivalis e Aggregatybacter actinomycetemcomitans
(CAMPBELL et al., 2015).

Niveis elevados de mediadores inflamatorios que ocorrem na doenca periodontal sao
forte indicio no papel da aterotrombose que leva a doenca cardiovascular (BAHEKAR et al.,
2007).

A periodontite e a placa bacteriana também podem ser fatores de risco para o
desenvolvimento de pneumonia nosocomial, cuja infeccdo respiratéria pode ocorrer por
microaspiracdo de secrecBes orofaringeas colonizadas, aspiracdo do contetdo gastroesofagico
e inalacdo de aerossois infectados (GOMES-FILHO et al., 2014).

Marouf et al. (2021) avaliaram o impacto da periodontite na evolucgédo da Covid - 19 em
568 pacientes, sugerindo que a periodontite pode ser um fator de risco para 0 aumento das
complicacbes da Covid - 19. Avaliacdo de marcadores vinculados a piora do quadro da Covid
- 19 como: o nivel sanguineo de glébulos brancos , dimero D e proteina C reativa foram
analisados por estes autores e 0 aumento destes marcadores em pacientes com doenca
periodontal pode ter levado a complicacdes da Covid como: admissdo em unidades de terapia
intensiva, maior assisténcia de ventilacdo e morte. Este estudo corrobora com outros ja citados
que a inflamacdo oral gera uma inflamacéo sistémica capaz de alterar o0 mecanismo de defesa
do individuo levando ao agravamento de outras enfermidades sistémicas (DIOGUARDI et al.,
2020).

Gomes et al. (2021) analisaram o biofilme dental em 70 pacientes positivados para a
Covid - 19 encontrando o virus Sars Cov-2 no biofime dental em 18,6% destes pacientes,
constatacdo esta que apoOia medidas de prevencéo para evitar a disseminacgéo deste virus por via
oral. Sendo este um assunto extremamente importante na pandemia que assola 0 nosso planeta
e em conformidade com estes achados a promocéo e prevencdo da periodontite, bem como o
seu tratamento e manutencdo mostram-se vitais no combate a pandemia da Covid - 19.

Dioguardi et al. (2020) realizaram uma revisao sistematica com 1088 registros oriundos
de estudos clinicos epidemioldgicos e in vitro para avaliar se a doenca periodontal e seus
patogenos teriam influéncia na doenca neurovegetativa de Alzheimer. Os resultados dos 15
estudos incluidos apontam que a doenca periodontal pode intensificar a inflamacéo no nivel do
sistema nervoso central, por meio da inflamacdo gerada na cavidade oral, cujos patdgenos
periodontais ou citocinas, produzidas por estes, podem adentrar pela corrente sanguinea
periférica e intensificar a inflamacéo no nivel do sistema nervoso central. Desta forma pode

favorecer a ocorréncia do Alzheimer (DIOGUARDI et al., 2020). Segundo esses autores, esta
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doenca causa um declinio cognitivo progressivo no portador levando a uma perda gradativa da
sua qualidade de vida;

Bartold et al. (2010) investigaram o inicio e a gravidade da artrite experimental,
induzindo lesdo inflamatéria com Porphyromonas gingivalis em roedores. Os autores
evidenciaram uma relacdo entre a presenga de inflamagdo periodontal por Porphyromonas
gingivalis e o desenvolvimento de artrite reumatoide, por esta ter se desenvolvido mais réapido
nos roedores induzidos pela inflamag&o dos Porphyromonas gingivalis.

A doenca periodontal e o diabetes sdo doencgas crénicas que necessitam de avaliaces
médicas frequentes, bem como reforcos educacionais de cuidados a salde consistentes o que
contribui para o bem estar geral do individuo (MEALEY, 2006).

Mealey em 2006 ja ressaltava que o diabetes estava relacionado ao agravamento,
extensdo e gravidade das doencas periodontais, gengivite e periodontite, apontando as reacées
inflamatorias das DP e do diabetes como componente importante para a patogénese destas
doencas. Ainda, o autor destaca a correlacdo entre elas, ou seja, um bom controle glicémico
melhoraria as condi¢fes periodontais e o contrario também seria verdadeiro (MEALEY, 2006).

Esta correlacdo é corroborada por Deshmukh et al. (2011) onde relatam que a
periodontite é considerada a sexta complicacdo mais comum do diabetes e que existe um
relacionamento bidirecional em que a doenca periodontal tem um impacto adverso no controle
glicémico e por sua vez o diabetes exacerba a infeccdo periodontal afetando a saude geral do
individuo.

Um estudo recente em camundongos verificou que as proteinas de carga das particulas
nanomeétricas derivadas da membrana externa das vesiculas da bactéria oral Porphyromonas
gingivalis, quando translocadas até o figado destes animais alteram seu metabolismo,
culminando em aumento do Diabetes Mellitus (SEYAMA et al., 2020). Sendo esta bactéria um
dos principais microrganismos patogénicos da doenca periodontal este estudo corrobora a
questdo de que a doenca periodontal € um fator de risco para doengas sistémicas, uma vez que
estas proteinas avaliadas, neste estudo, estdo presentes nas bactérias gram negativas que sao 0s
principais patégenos das doencas periodontais (SEYAMA et al., 2020).

Outra associacdo da DP com doencas sistémicas foi encontrada por meio de estudo de
meta analise cujos achados sustentam que pacientes com doenca periodontal aumentaram a
suscetibilidade ao cancer de boca (YAO et al., 2014).

A periodontite deve ser tratada adequadamente pois € fator de risco para algumas
doencas sistémicas. Desta forma o tratamento de enfermidades sistémicas e orais é necessario

para obtencdo da satde geral dos individuos
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4.3 TRATAMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

O tratamento da doenca periodontal tem por objetivo eliminar os agentes etioldgicos da
doenca e restaurar a satde do periodonto (MOMBELLI, 2018; OLIVEIRA et al., 2017). O
tratamento convencional ou ndo cirurgico da doenca periodontal inclui medidas de educagéo
em prevencdo, instrugdo de higiene bucal, instrumentacdo periodontal com instrumentos
sbnicos ou ultrassdnicos e com instrumentos manuais e agentes quimioterapicos para prevenir
e tratar a doenca periodontal (ROSE et al., 2007).

A orientacdo na prevencao e higiene bucal é essencial para que o préprio individuo
mantenha sua saude oral assim como a manutencdo clinica profissional também ¢é
imprescindivel para o gerenciamento e controle da doenca periodontal (ROSE et al., 2007).

A instrumentacdo periodontal pela raspagem e o alisamento radicular (RAR) é o primeiro
passo da terapia mecanica periodontal (FERREIRA et al., 2018). Apds raspagem e alisamento
radicular ocorre uma diminuicdo nos niveis de espiroquetas, microrganismos moveis e de
patogenos periodontais especificos como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Aggregatybacter actinomycetemcomitans, assim como as espécies de Bacteroides
(DOUNGUDOMDACHA et al., 2001). Apesar deste tratamento ser realizado,
sistematicamente, em todos os individuos portadores de doenca periodontal (LINDHE et al.,
2011), ndo é raro encontrar calculo e outras impurezas na superficie dental, mesmo apos a
realizacdo de raspagem e alisamento radicular por profissionais experientes devido as
dificuldades da sua remocao em algumas areas como furcas, sulcos mais profundos, linhas de
transicdo, juncdo cemento esmalte e concavidades radiculares (MOMBELLI et al., 1990).

Outra dificuldade é que os tubulos dentinarios abrigam bactérias viaveis em suas lacunas
e irregularidades e a lama dentinaria também limitam o sucesso do tratamento convencional
(FERREIRA et al., 2018). Além disso, alguns periodontopatogenos invadem os tecidos moles
do periodonto impedindo a sua remocéo pelo debridamento mecanico o que pode resultar em
recontaminacao de sitios ja tratados (MOMBELLI, 2018).

Todos estes procedimentos sdo necessarios para diminuir o nimero de microrganismos
e a inflamacdo para criar um ambiente propicio para a saude dos tecidos periodontais e diminuir
a probabilidade de progressdo da doenca (ROSE et al., 2007).

Em individuos tratados com a terapia mecanica convencional que ndo conseguem uma
remissao adequada da doenga sdo utilizados agentes quimioterapicos para tentar coibir o avango

da mesma (ROSE et al., 2007). Porém os microrganismos podem desenvolver resisténcia contra
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uma variedade de agentes antimicrobianos (MAHMOUDI et al., 2018; TAN; SAFI; RAZALLI,
2020) devido ao seu uso indiscriminado, dificuldade de atingir o local, baixa concentragéo do
medicamento ou por ter pouca penetragéo tecidual (ADDY; MARTIN 2003).

A entrega de medicamento local € uma modalidade de tratamento que emprega agentes
quimioterapicos utilizando diferentes dispositivos como carreadores destes agentes para
conseguir leva-los até &areas mais distantes inatingiveis com sua formulacdo original
(RAJESHWARI et al.,, 2019; TAN; SAFIIl; RAZALI 2020). Uma forma de evitar o
desenvolvimento futuro de resisténcia bacteriana € se concentrar em compostos cujo
mecanismo de agdo interage com varios alvos no local patogénico (SILVESTRE et al., 2021).

Neste contexto a terapia fotodindmica com agentes fotossensibilizantes € uma excelente
opcao por atuar em varios locais biomoleculares (proteinas, lipidios e &cidos nucleicos) no alvo
patogénico oferecendo locais de acdo mdltiplos e varidaveis que conseguem inibir o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos proprios agentes fazendo desta terapia uma
forma eficaz e segura de combate a bactérias, fungos, virus e protozoarios (SILVESTRE et al.,
2021). Além disto a PDT com sensibilizadores consegue atingir locais inacessiveis pelos
instrumentos periodontais (OLIVEIRA et al., 2017). A nanociéncia favorece ainda mais estas
estratégias para que se obtenha maior éxito na entrega local destes quimioterapicos
(ALKATANI, 2018) e maior eficacia no tratamento com a PDT sem haver risco de provocar
resisténcia bacteriana (SILVESTRE et al., 2021).

4.4 SISTEMAS LOCAIS DE ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS

Com o objetivo de complementar o efeito das terapias convencionais da doenca
periodontal, tratamentos complementares tem sido propostos (SANTANA et al., 2016). No
intuito de auxiliar no transporte das medicacgdes surgiram os sistemas locais de administracéo
de medicamentos para transportar as medicacdes ao local desejado (RAJESHWARI et al.,
2019; TAN; SAFIIl; RAZALI, 2020; SILVESTRE et al.,, 2021). Dentre estes sistemas
destacam-se: sistemas de irrigacdo, fibras, géis, tiras, filmes, microparticulas, nanoparticulas,
agentes microbianos de baixa dose (RAJESHWARI et al., 2019), acido hialurénico,
clorexidina, metronidazol, minociclina (TAN; SAFFI; RAZALLI, 2020) e utensilios como fibra
Optica (EDUARDO et al., 2015), lentes Opticas, cateteres de baldo e fibras cilindricas (MANG,
2004).
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Um sistema local de administracdo de medicamentos ideal deve ser facil de administrar,
liberar o agente de forma controlada, manter sua concentracdo por periodo prolongado, ser
biodegradavel, ser biocompativel e ndo irritar os tecidos (JOSHI et al., 2016).

Escolher a via de administracdo adequada, a dose e a quantidade corretamente melhora
0 desempenho clinico da terapia periodontal (RAJESHWARI et al., 2019), assim como a
escolha do agente antimicrobiano é importante (JOSHI et al., 2016).

Smiley et al. (2015) realizaram uma revisdo sistemética bastante abrangente sobre
entrega de medicamentos local e observaram que os melhores resultados para ganho de nivel
clinico de insercdo, com resultados permanentes até 6 meses ou mais, foram através de gel de
doxiciclina e a terapia fotodindmica com laser diodo.

Uma das dificuldades das medicacGes entregues no local é a rapidez com que ocorre a
substituicdo do fluido crevicular gengival no interior do sulco gengival, pois este fluxo pode
impedir a penetracdo de substancias antimicrobianas nestes locais, principalmente em sitios
com bolsas periodontais de 4 a 5 mm que podem ter a renovacao do fluido gengival cerca de
50 vezes por hora (GOODSON, 2003).

A maior parte destes produtos de entrega local possuem acéo antimicrobiana e atuam
como auxiliares para as demais terapias periodontais, principalmente em pacientes onde a
terapia cirargica ndo é aplicavel demonstrando diferenca positiva quando aliados ao tratamento
mecanico isolado (RAJESHWARI et al., 2019; TAN; SAFFI; RAZALLI, 2020).

A PDT atua como terapia auxiliar na entrega de medicamentos locais por utilizar

substancias fotossensibilizantes para desinfec¢éo local.

4.5 TERAPIA FOTODINAMICA

Para complementar a acdo do tratamento convencional periodontal e dos dispositivos de
entrega locais outra opc¢do € a terapia fotodindmica (PDT) (TAN; SAFII; RAZZALLI, 2020) a
qual tem sido investigada por meio de estudos in vitro (ALKAHTANI, 2018; AZIZI et al.,
2019; FERREIRA et al., 2018; FEKRAZAD et al., 2015; FEKRAZAD et al., 2016;
MAHMOUDI et al., 2018; SHERWANI et al., 2015; MIRZAHOSSEINPOUR et al., 2020) e
in vivo (AIAHAMARI et al., 2020; MAHMOUDI et al., 2018; SURESH et al., 2020). Sua
utilizacdo tem sido indicada por ndo induzir resisténcia bacteriana, promover a reducao
microbiana com minimos efeitos colaterais e sisttmicos (AZIZI et al., 2019), reduzir

microrganismos em infec¢Oes resistentes, ter baixo custo e acessibilidade (EDUARDO et al.,
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2015) e propiciar conforto do paciente por diminuir a necessidade de retalhos cirdrgicos para
tratamento de locais de dificil acesso (EDUARDO et al., 2015).

Consequentemente reduz tempo de tratamento e bacteremias (SILVESTRE etal., 2021).
Ainda os lasers de baixa intensidade, utilizados na PDT s&o reconhecidos por sua agéo
analgeésica, biomoduladora e antinflamatdria sobre tecidos moles e duros, e por restabelecer o
equilibrio biologico celular e a vitalidade tecidual (EDUARDO et al., 2015).

As reagdes oxidativas fotossensibilizadoras do tipo | e tipo Il tem o oxigénio como
reagente. Sensibilizadores do tipo | passam por transferéncia de elétrons fotoinduzida e os do
tipo Il, como formacéo sensibilizada de oxigénio singleto (BAPTISTA et al., 2017). A reacéo
oxidativa fotossensibilizadora do tipo Il € 0 mecanismo dominante da PDT (BAPTISTA et al.,
2017).

Estas reacfes atuam em sensibilizadores enddgenos e exdgenos e quando usados em
PDT atuam como coadjuvantes em tratamentos de doengas de pele, tumores (MANG, 2004),
na inativacdo de bactérias e fungos (BAPTISTA et al., 2017; EDUARDO et al., 2015) e na
doenca periodontal (ALKAHTANI, 2018; BIASI et al., 2019; DE FREITAS et al., 2016;
EDUARDO et al., 2015; SANTANA et al., 2016).

A PDT torna-se interessante por ser um tratamento local cujo mecanismo de a¢ao ocorre
atraves de uma substancia fotossensibilizadora que ao interagir com a luz do laser e o0 oxigénio
gera reacOes quimicas liberando radicais livres ou oxigénio singleto, que culminam na morte
celular (MIRZAHOSSEINPOUR et al., 2020), fazendo a desinfeccéo das regiGes contaminadas
(MAHMOUDI et al., 2018) sem causar resisténcia microbiana (AZ1Zl et al., 2019; EDUARDO
et al., 2015). A PDT com laser de diodo luminoso e os fotossensibilizadores azul de metileno,
azul de toluidina e indocianina verde tém demonstrado efetividade em estudos, in vitro e in
vivo, contra bactérias periodontopatogénicas, sendo uma boa perspectiva para o tratamento
local de infecgdes bacterianas (DE FREITAS et al., 2016; MAHMOUDI et al., 2018).

4.5.1 Laser de baixa intensidade

A fonte de luz da terapia fotodindmica € obtida por LEDs (luz emitida por diodos) ou
por LASER (acrébnimo em inglés: Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)
que significa amplificacdo da luz por emisséo estimulada de radiacdo. Os LEDs sdo mais usados
na ativacdo de fotossensibilizadores administrados topicamente, onde ndo ha necessidade de
maior penetracdo da luz, ja os lasers sdo preferidos quando se quer obter melhor foco e
penetracdo local (MANG, 2004).
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O laser de baixa intensidade é utilizado ha mais de 30 anos e tem varias publicaces
cientificas na literatura, demonstrando efeitos clinicos positivos (ANDRADE et al., 2014; DE
FREITAS et al., 2016; EDUARDO et al., 2015; SURESH et al., 2015).

A terapia fotodindmica utilizando laser de baixa intensidade é utilizada como adjuvante
para o tratamento de infecgbes bucais localizadas e para tratamentos convencionais,
principalmente em casos de microrganismos resistentes (EDUARDO et al., 2015).

A utilizacdo da PDT com laser de baixa intensidade além de ser minimamente invasivo
é seletivamente retido por tecidos doentes, sem interferir nos tecidos normais (MANG, 2004).
O laser de baixa intensidade atua na diminuicéo da hipdxia local e da inflamacdo e aumenta a
producdo de colageno, atividade enzimatica e circulacdo linfatica e ainda reduz a dor pela
ativacdo de fotoreceptores dentro da cadeia de transporte de elétrons da mitocondria (SURESH
et al., 2015).

A eficécia do protocolo do laser de baixa intensidade usado pode ser influenciada pelo
comprimento de onda, duracéo e local de aplicacdo (SURESH et al., 2015), quantidade de luz
fornecida e absorvida pelos tecidos por meio da ativacdo do laser na substancia
fotossensibilizante da entrega da luz, que deve ser homogénea e atingir todo o volume do tecido
alvo, para que se obtenha o efeito terapéutico desejado (MANG, 2004).

O laser de baixa intensidade é um aparellho que possui luz monocromatica, coerente e
de feixe colimado, utilizando poténcia variavel de 50 a 500 mW e comprimento de onda
proximos do espectro eletromagnético do vermelho e infravermelho de 630 a 980nm, cuja
emissdo de onda pode ser pulsada ou continua (SURESH et al., 2015). Como norma de
seguranca, 0 manuseio dos lasers de baixa intensidade deve ser realizado com dculos de
protecdo adequados para o paciente, operador e auxiliar, pois o feixe de luz emitido pelo laser
pode afetar a retina (SURESH et al., 2015).

O laser de baixa intensidade tem auxiliado no tratamento de processos inflamatorios
devido a sua capacidade de imunomodulacédo dos tecidos (ANDRADE et al., 2014; EDUARDO
et al., 2015). Eles possuem efeito terapéutico, promovendo o reparo tecidual, modulacdo da
inflamacdo e analgesia (EDUARDO et al., 2015).

O laser de baixa intensidade é aplicado em varias areas da medicina (MANG, 2004) e
da odontologia (ANDRADE et al., 2014; ALKAHTANI 2018; BALATA et al., 2010; BIASI
etal., 2019; DE FREITAS et al., 2016; EDUARDO et al., 2015; SANTANA et al., 2016). Na
periodontia atua promovendo cicatrizacdo de feridas e reducdo da dor em procedimentos
cirargicos e nao cirargicos (EDUARDO et al., 2015; SURESH et al., 2015) tendo boa aceitacdo
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em tratamentos periodontais, inclusive sobre herpes e candidiase (ANDRADE et al., 2014;
EDUARDO et al., 2015)

Diversos estudos clinicos comprovam que o uso do laser atua como coadjuvante na
melhora da resposta inflamatdria em diferentes situacGes clinicas como na raspagem
subgengival e na reparacdo de cirurgias periodontais (ANDRADE et al., 2014; SURESH et al.,
2015).

Outra grande vantagem do laser s&o seus dispositivos auxiliares. E possivel acoplar uma
fibra Gptica ao aparelho, o que permite a entrega de fétons no alvo especifico, otimizando sua
capacidade terapéutica (EDUARDO et al., 2015; MANG, 2004). O dispositivo de fibra ética é
utilizado na PDT com substancia fotossensibilizadora em carcinomas de células escamosas
orais recorrentes, e para exames em pulmao e eséfago (MANG, 2004). Na odontologia a fibra
Optica é introduzida em bolsas periodontais, fistulas e canais radiculares (EDUARDO et al.,
2015) e em biofilmes in vitro (DE FREITAS et al., 2016). Ainda, a PDT é utilizada em
oncologia, com outros dispositivos, tais como cateteres de baléo e fibras cilindricas (MANG,
2004).

O laser de baixa poténcia s6 tem efeito de desinfeccdo local quando utilizado na PDT
com substancias fotossensibilizadoras. O azul de metileno € um farmaco hidrofilico que atua

como fotossensibilizante.

4.5.2 Azul de metileno

Para combater a placa bacteriana agentes antibacterianos quimicos tém sido usados de
forma profilatica e terapéutica (WILSON, 1994). Para o tratamento de infec¢Bes bucais, 0s
derivados de fenotiazinas, azul de metileno e azul de toluidina foram os farmacos
fotossensibilizadores mais estudados na literatura (LONGO; AZEVEDO, 2010). O azul de
metileno (MB) é uma das principais substancias antimicrobianas, que possui um alto grau de
seletividade para bactérias gram-positivas e gram-negativas, e na maioria das vezes € utilizado
durante a terapia fotodindmica (SANTIN et al., 2014) como fotossensibilizador exdgeno
antropogénico que origina produtos de oxigenacao e de foto oxidacao, capazes de causar morte
celular (BAPTISTA et al., 2017).

O azul de metileno tem absor¢do maxima em 664nm, devendo ser utilizado para PDT
com fontes de luz emitindo fotons na faixa do vermelho visivel, como os lasers de baixa
poténcia e os LEDs vermelhos (HARRIS et al., 2005). O azul de metileno acumula-se,

principalmente, na mitocondria das células, que possuem proteinas na sua membrana e € mais
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atraido quando tem carga positiva devido ao ambiente eletroquimico negativo da matriz
mitocondrial (BAPTISTA et al., 2004).

As substancias fotossensibilizadoras tem um tempo de pré-irradiacéo, que é o tempo
que elas devem ficar no local alvo, antes de serem irradiadas, para que atinjam seu alvo e, as
espécies reativas de oxigénio sejam liberadas (BAGNATO, 2019). Em infec¢Bes periodontais
0 tempo de pré-irradiacdo do azul de metileno é de 5 minutos (RIBEIRO et al., 2005), em lesdes
fangicas é de 30 min (MIMA et al., 2012) e onde ndo ha exsudato ou outros fluidos é de 3 min
(GARCEZ et al., 2008).

Outro fator importante da substancia fotossensibilizadora é a sua concentragdo, que em
locais sem exsudato ou fluidos, para o azul de metileno ¢ indicada a concentracéo de 0,005% e
em casos com sangue, saliva, fluido gengival ou qualquer outro veiculo diluente ou proteico, a
indicacdo do azul de metileno é na concentracdo de 0,01% (EDUARDO et al., 2015). Esta
substancia tem caracteristica hidrofilica, baixo peso molecular e carga positiva que lhe
permitem passar através das membranas externas de bactérias gram negativas (USACHEVA,
TEICHERT,; BIEL, 2003).

Este fotossensibilizador usado na forma de nanocapsulas em matrizes do copolimero
poli (acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) para tratamento de tumor Glioblastoma em
camundongo, mostrou-se um potencial agente neuroterapéutico pela sua capacidade de permear
a barreira hemato-encefalica (CASTANEDA-GILL et al., 2017). Este estudo demonstrou que
o0 azul de metileno nanoencapsulado conseguiu atingir o alvo e teve bons niveis de inibicdo
celular, sendo tdo bom ou melhor que o azul de metileno ndo encapsulado. De Freitas et al.
(2016) também utilizaram nanocépsulas de MB na presenca de PLGA em associacdo com PDT,
em periodontite cronica, obtendo efeito maior de 28,82% no sangramento gengival quando

comparado ao controle sem a PDT.

4.6 NANOTECNOLOGIA APLICADA A ODONTOLOGIA

A nanotecnologia é uma ciéncia inovadora emergente que desperta, cada vez mais, 0
interesse das areas médicas e odontoldgicas para pesquisas e patentes de produtos formulados
com esta tecnologia (ALKATANI, 2018; SILVESTRE et al., 2021).

A nanotecnologia atua na prevencdo de caries e da doenca periodontal pela
acessibilidade das terapias em escala nanométrica a locais mais distantes (ALKATANI, 2018).
A PDT associada a fotossensibilizadores incorporados nos nanossistemas para administracao

em locais inacessiveis pela instrumentagdo mecanica convencional podera melhorar a
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biodisponibilidade e solubilidade do agente sensibilizador por estar protegido contra fatores
externos e fisico-quimicos, minimizando os efeitos colaterais e melhorando a acdo terapéutica
pela vantagem de apresentar uma liberagéo controlada, ser seletivo e atingir somente o tecido
alvo (SILVESTRE et al., 2021). Além disso, esta forma de administracdo deve coibir a
resisténcia bacteriana por permanecer pouco tempo no local devido a forma de acéo se dar pela
reacdo da luz com a formacgdo de reagcbes com o oxigénio culminando em morte celular
(BAPTISTA et al., 2017).

Um sistema de administracdo local de medicamentos deve liberar o agente de forma
controlada, manter sua concentracdo por periodo prolongado, ser biodegradavel, ser
biocompativel e ndo irritar os tecidos (JOSHI et al., 2016). Desta forma, a técnica de
nanoencapsulagdo tem sido utilizada como uma boa alternativa para o carreamento de
medicacdes (ALKAHTANI, 2018; CASTANEDA-GILL et al., 2017; CHIN et al., 2016; CHIN
et al., 2018; DE FREITAS et al., 2016; SHERWANI et al., 2015; MIRZAHOSSEINPOUR et
al., 2020; SILVESTRE et al., 2021; XIAOQ et al., 2019).

A implementacéo da nanotecnologia é importante por aperfeicoar o sistema de entrega
dos corantes e/ou fotossensibilizadores em alvos biologicos (SILVESTRE et al., 2021). A
terapia fotodindmica com fotossensibilizadores incorporados nos nanossistemas para
administracdo em locais inacessiveis pelo tratamento mecénico convencional da doenca
periodontal podera melhorar a biodisponibilidade e solubilidade do agente sensibilizador por
estar protegido contra fatores externos e fisico-quimicos, minimizando os efeitos colaterais e
melhorando a acdo terapéutica pela vantagem de ter liberacdo controlada, ser seletivo e atingir
somente o tecido alvo (SILVESTRE et al., 2021).

Além disso, a reacdo do agente fotossensibilizador atua pela producdo de espécies
reativas de oxigénio gue ndo tem acdo celular especifica interagindo com varios substratos e
estruturas celulares o que torna improvavel a ocorréncia de cepas resistentes (SLVESTRE et
al, 2021). Ainda o azul de metileno como agente fotossensibilizador utilizado com carga
catibnica aumenta a reacdo com o oxigénio aumentando sua capacidade bactericida (KEPLAC-
CERAJ et al., 2011). Esta substancia tem caracteristica hidrofilica, baixo peso molecular e
carga positiva que lhe permitem passar através das membranas externas de bactérias gram
negativas (USACHEVA,; TEICHERT; BIEL, 2003).

A invasdo bacteriana nos tdbulos dentinarios e no cemento radicular chega a 300
micrémetros sendo desafiador para o tratamento mecéanico convencional da doenca periodontal
(KARAN et al., 2017). As substancias acidas modificadoras de superficie da raiz destinam-se

a desintoxicar a superficie radicular, remover a camada de lama dentinaria e a promover a



34

desmineralizacdo, aumentando a adesdo das redes de fibrina e fibroblastos as superficies
radiculares, levando a exposi¢do da matriz de colageno (SILVA et al., 2012) o que poderia
aumentar a eficacia da PDT, uma vez que as substancias &cidas poderiam melhorar a
cicatrizacdo e a regeneracado periodontal apds procedimento de raspagem e alisamento radicular,
como mostrado pelo estudo in vitro de Nanda et al. (2014).

Na raspagem e alisamento radicular subgengival as curetas alcancam o tecido
conjuntivo e facilitam a entrada do azul de metileno em seu interior (ANDRADE et al., 2014).
Ainda o aumento da permeabilidade dos tabulos dentinarios, pelo uso do azul de metileno em
pH acido expondo o coldgeno, facilitaria a penetracdo deste sensibilizador nos tabulos
dentinérios e no cemento radicular melhorando a acdo de desinfecgdo nos mesmos (SILVA et
al., 2012).

No intuito de facilitar a penetracdo do azul de metileno em zonas mais profundas e na
tentativa de alcancar locais inacessiveis pelo tratamento periodontal convencional a
nanoencapsulacdo do azul de metileno em matrizes poliméricas pode ser uma alternativa
(KLEPAC-CERAJ et al., 2011).

Dentre os sistemas nanoparticulados carreadores de medicamentos podemos citar as
nanocapsulas e/ou nanoparticulas poliméricas. As nanoparticulas poliméricas podem ser
obtidas pela técnica de encapsulacdo. A tecnologia de encapsulacdo consiste no carregamento
de compostos biologicamente ativos, como o azul de metileno em matrizes poliméricas naturais
(celulose e seus derivados, zeina, quitosana, entre outros) mantendo sua estabilidade fisico-
quimica e bioldgica além de promover a liberacdo no local e na taxa desejados (RAJESHWARI
et al., 2019).

A utilizacdo de substancias indcuas ao meio ambiente vem sendo intensamente estudada
como matrizes em sistemas de encapsulacdo. Dentre estas substancias podemos citar 0s
biopolimeros naturais de amido, celulose, quitosana e gelatina. Estes sdo usados como matrizes
na sintese das nanoparticulas por apresentar excelentes propriedades de biocompatibilidade,
baixo custo, atoxico, além de serem biodegradaveis (TAY et al., 2012).

A celulose é um polimero natural em abundéancia, por ser isolada de varios recursos
naturais como, algoddo, madeira, palha de milho, casca de coco, bagaco de cana, casca de
gergelim, fibra de canhamo e rachis de banana (residuos fibrosos) (CHIN et al., 2016). As
nanoparticulas de celulose tém potencial para serem transportadoras de entrega de drogas
porque seu diametro pode ser ajustado para liberar os perfis cinéticos desejados, de azul de
metileno, de forma sustentada e de maneira controlada e em condi¢6es fisiologicas, otimizando
a eficiéncia de carregamento (CHIN et al., 2016; CHIN et al., 2018).
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Dentre as diversas técnicas de encapsulacdo, destaca-se a nanoprecipitacdo. Este método
de encapsulacdo apresenta inUmeras vantagens quando comparado aos demais sistemas de
encapsulacdo, como rapidez, facil utilizacdo e simplicidade, além de permitir a producédo de
nanoparticulas (100-300 nm) com distribuicédo estreita e unimodal (DA ROSA et al., 2020).

A terapia fotodindmica é bastante estudada, mas h& poucos estudos englobando-a com a
nanotecnologia e as infecgdes orais (SILVESTRE et al., 2021). Alguns estudos mais recentes
englobam a terapia fotodindmica com o fotossensibilizador azul de metileno (DARABPOUR
etal., 2017; KEPLAC-CERAJ et al., 2011; PAGONIS et al., 2010; SHERWANI et al., 2015).

Substéncias fotossensiveis como azul de metileno sdo comumente carregados em
matrizes poliméricas devido suas acGes antimicrobianas e utilizadas em associacdo a PDT.
Pagonis et al. (2010) avaliaram a PDT com nanoparticulas de PLGA carregadas com 0
fotossensibilizador azul de metileno (MB) contra Enterococcus faecalis em suspensdo e
inoculados em canais radiculares de dentes extraidos. Concluiram que estas nanoparticulas de
PLGA carregadas com o fotossensibilizador azul de metileno podem ser adjuvantes
promissores no tratamento endodontico antibacteriano (PAGONIS et al., 2010).

Nanoparticulas de PLGA carregadas com o fotossensibilizador MB foram testadas
também em suspensdo obtidas de placas bacterianas removidas de pacientes com periodontite
cronica (KLEPAC-CERAJ et al., 2011). Estes autores utilizaram o azul de metileno na forma
catibnica (carga positiva) e na forma anionica (carga negativa) com luz vermelha de 665nm em
fase planctonica e em biofilme. Eles identificaram que as nanoparticulas PLGA carregadas
com azul de metileno na forma catidnica tiveram fototoxicidade maior tanto na fase plancténica
quanto em biofilme quando comparadas com a nanoparticula PLGA com o azul de metileno na
forma anionica e azul de metileno livre. Concluiram que as nanoparticulas PLGA carregadas
com azul de metileno na forma cati6nica tem potencial para serem utilizadas na PDT
(KLEPAC-CERAIJ et al., 2011).

Diante do exposto, a utilizacdo de matrizes poliméricas no carregamento de moléculas
fotoativas com a PDT pode ser um complemento promissor no tratamento antimicrobiano na
periodontia, contra diversos microrganismos. Apesar do resultado satisfatorio dos estudos
apresentados (CASTANEDA-GILL et al., 2017; DARABPOUR et al., 2017; DE FREITAS et
al., 2016; KEPLAC-CERAJ et al., 2011; MIRZAHOSSEINPOUR et al., 2020; PAGONIS et
al., 2010; SHERWANI et al., 2015) ndo se identificou até a presente data estudo especifico
sobre a nanoencapsulacdo do azul de metileno em matrizes de metilcelulose associado na
terapia fotodindmica com o objetivo de erradicar os microrganismos presentes em bolsas

periodontais, 0 que caracteriza este estudo como pioneiro.
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Com a finalidade de aprofundar os estudos sobre a Terapia fotodinamica associada a
fotossensibilizantes no combate aos patdgenos periodontais, parte desta revisdo esta
apresentada no Anexo 1, e foi publicada como um capitulo de livro:

A descricdo metodoldgica, resultados da sintese, caracterizacdo da avaliagdo da
atividade antimicrobiana das nanoparticulas de azul de metileno, fotossenbilizadas com laser
de baixa poténcia, sobre os principais microrganismos da doenca periodontal serdo
apresentados a seguir na forma de um manuscrito intitulado: “Avalia¢do fisico-quimica e
antimicrobiana de nanoparticulas de azul de metileno fotossensibilizadas para aplicacdo

na periodontia”.
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5 MANUSCRITO 1: AVALIACAO FiSICO-QUIMICA E ANTIMICROBIANA DE
NANOPARTICULAS DE AZUL DE METILENO FOTOSSENSIBILIZADAS PARA
APLICACAO NA PERIODONTIA

5.1 RESUMO

A periodontite € um problema de satde publica e predispde a populacdo ao agravamento de
outras comorbidades aumentando o risco de complicacGes sistémicas. O tratamento
convencional mecéanico/quimico/cirdrgico da periodontite, nem sempre conseguem eliminar
microrganismos mais resistentes. Sistemas nanoparticulados tém sido estudados para viabilizar
a entrega de agentes ativos a locais inatingiveis com formulacgdes sistémicas. Desta forma o
objetivo deste estudo foi: (a) sintetizar nanoparticulas de azul de metileno em duas
concentragdes (0,01%, 0,005%) e em trés quantidades em massa de metilcelulose (0,01g;
0,001g; 0,005g) pelo método de nanoprecipitacédo; (b) realizar a caracterizagdo fisico-quimica
e morfologica quanto a eficiéncia de encapsulacdo, tamanho de particula, indice de
polidispersédo, potencial zeta, microscopia eletronica de transmissao e liberagdo controlada; (c)
avaliar a acdo antimicrobiana das nanoparticulas fotossensibilizadas com o uso da terapia
fotodindmica com laser de baixa poténcia frente aos principais microrganismos envolvidos nas
infeccOes periodontais. As nanoparticulas de azul de metileno apresentaram uma eficiéncia de
encapsulacdo proximo a 100%, e os menores resultados de tamanho de particula (186 e 274
nm) foram atribuidas as formulagdes com menores concentragdes de azul de metileno e
metilcelulose. As amostras apresentaram uma liberacdo lenta e controlada ao longo das 10 horas
avaliadas. As nanoparticulas de azul de metileno fotossensibilizadas apresentaram efetiva acédo
antimicrobiana contra S.mutans, S. aureus, P. aeruginosa, A.actinomycetemcomitans e C.
albicans, quando comparado ao azul de metileno puro. Com base nestes resultados entende-se
que este € um produto inovador e promissor para ser utilizado como adjuvante ao tratamento
periodontal convencional e que pode diminuir a resisténcia antimicrobiana pela sua atuacéo
local associado a PDT. Desta forma ha viabilidade de obtencdo de protocolos seguros,
adequados, de facil manuseio e de acessibilidade para todos, a fim de diminuir a resisténcia
microbiana a antibioticos alopaticos e efetivar maiores taxas de sucesso nos tratamentos
periodontais

Palavras chaves: Azul de metileno. Antimicrobiano. Nanotecnologia. Terapia fotodinamica.
Doenca Periodontal.

5.2 ABSTRACT

Periodontitis is a public health problem and predisposes the population to the worsening of
other comorbidities, increasing the risk of systemic complications. Conventional
mechanical/chemical/surgical treatment of periodontitis does not always manage to eliminate
more resistant microorganisms. Nanoparticulate systems have been studied with the aim of
delivering active agents to unreachable locations with systemic formulations. Thus, the
objective of this study was: (a) to synthesize methylene blue nanoparticles in two concentrations
(0.01%, 0.005%) and in three amounts by mass of methylcellulose (0.01g; 0.001g; 0.005g) by
the method of nanoprecipitation; (b) to analyze the physicochemical and morphological
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characterization regarding encapsulation efficiency, particle size, polydispersity index, zeta
potential, transmission electron microscopy and controlled release; (c) to evaluate the
antimicrobial action of photosensitized nanoparticles with the use of photodynamic therapy
with low-level laser against the main microorganisms involved in periodontal infections. The
methylene blue nanoparticles showed an encapsulation efficiency close to 100%, and the
smallest particle size results (186 and 274 nm) were attributed to formulations with lower
concentrations of methylene blue and methylcellulose. The samples showed a slow and
controlled release over the 10 hours evaluated. The photosensitized methylene blue
nanoparticles showed effective antimicrobial action against S.mutans, S. aureus, P. aeruginosa,
A.actinomycetemcomitans and C. albicans, when compared to pure methylene blue. These
results showed that this is an innovative and promising product to be used as an adjunct to
conventional periodontal treatment and that it can reduce antimicrobial resistance due to its
local action associated with PDT. Thus, it is possible to obtain safe, adequate, easy-to-handle
and accessible protocols in order to reduce microbial resistance to allopathic antibiotics and to
achieve higher success rates in periodontal treatments.

Key-words: Methylene blue. Antimicrobial. Nanotechnology. Photodynamic therapy.
Periodontal disease.

5.3 INTRODUCAO

A periodontite € um problema de saide publica que aumenta com a idade, tendo maior
prevaléncia em idosos (NAZIR et al., 2020). Com etiologia microbiana diversificada é uma
doenca que causa desmineralizacdo radicular, amolecimento do cemento e contaminacdo por
lipopolissacarideos bacterianos, resultando muitas vezes em mobilidade e perda dentaria
(FERREIRA et al., 2018).

A penetracdo de microrganismos nas lacunas de cemento, nos tubulos dentinarios e a
presenca da lama dentinaria limitam os efeitos da terapia periodontal convencional
(FERREIRA et al., 2018). A progressdo da infeccdo periodontal aumenta a diversidade
bacteriana tornando o biofilme mais complexo e patogénico, sendo capaz de inibir os
mecanismos da resposta de protecdo inflamatoria e imunoldgica do hospedeiro, impedindo-o
de se proteger, mesmo perante administracdo de antibidticos e levando a uma resisténcia
antimicrobiana aos antibioticos alopaticos (MOMBELLI, 2018).

Para incrementar as terapias convencionais periodontais, novos recursos estdo surgindo,
tal como a terapia fotodindmica (PDT) com substancias fotossensibilizadoras que tém
demonstrado resultados promissores na diminui¢do de microbianos ao utilizar agentes ativos
nanoparticulados com os sistemas de administracdo local (RAJESHWARI et al., 2019;
SILVESTRE et al., 2021; TAN; SAFII; RAZALI, 2020). A associacdo da PDT com
fotossensibilizantes nanoparticulados conseguem penetrar em &reas inatingiveis com sua
formulagéo original (RAJESHWARI et al., 2019; TAN; SAFII; RAZALI, 2020). Desta forma,
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0 sistema de administracdo local do agente antimicrobiano deve ser liberado de forma
controlada, manter sua concentragdo por periodo prolongado, ser biodegradavel, biocompativel
e ndo irritar os tecidos (JOSHI et al., 2016).

Dentre os sistemas nanoparticulados, carreadores de agentes antimicrobianos, pode-se
citar as nanoparticulas poliméricas (CHIN et al., 2018; DE FREITAS et al., 2016). A tecnologia
de encapsulagéo consiste no carregamento de compostos biologicamente ativos, como o azul
de metileno em matrizes poliméricas como a metilcelulose mantendo sua estabilidade fisico-
quimica, bioldgica, liberacdo controlada e a¢do antimicrobiana potencializada (RAJESHWARI
et al., 2019). Uma das técnicas utilizadas para obtencdo de encapsulacdo é o método da
nanoprecipitacdo. Este método apresenta inimeras vantagens quando comparado aos demais
sistemas de encapsulacdo, como rapidez, facil utilizacdo e simplicidade, além de permitir a
producéo de nanoparticulas (100-300 nm) com distribuicdo estreita e unimodal (DA ROSA et
al., 2020).

A celulose é um polimero natural em abundancia, por ser isolada de varios recursos
naturais (CHIN et al., 2016). A metilcelulose é um éter de celulose proveniente do tratamento
alcalino da celulose (hidroxido de sodio 18%), seguida de reacdo com cloreto de metila, onde
os hidrogénios e os grupos hidroxilas da celulose sdo substituidos, parcialmente, por grupos
alquila(metil) formando grupos éeter metilicos (celulose-O-CH3), com isto ocorre aumento da
solubilidade (SONG et al., 2010). A metilcelulose é a mais resistente a dgua e, a menos
hidrofilica dos derivados de celulose (BOURTOOM, 2008).

O azul de metileno (MB) fotossensibilizado € um agente antimicrobiano bastante
utilizado na PDT em razao de possuir alto grau de seletividade para bactérias gram-positivas e
gram-negativas (BAPTISTA et al., 2017) sendo esta associacdo efetiva no tratamento de
periodontites, lesbes endodénticas, herpes simples e candidiase (EDUARDO et al., 2015;
DARABPOUR et al., 2017; PAGONIS et al., 2010).

Possivelmente, a PDT tem efeito favoravel por atuar em varios locais biomoleculares
(proteinas, lipidios e acidos nucleicos) no alvo patogénico especifico, inibindo o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, tornando-a uma terapia eficaz e segura de combate
a bactérias, fungos, virus e protozoarios (SILVESTRE et al., 2021).

Fotossensibilizadores incorporados em nanossistemas associados a PDT podem atingir
locais inacessiveis a instrumentacdo mecanica periodontal podendo melhorar a
biodisponibilidade e solubilidade do agente sensibilizador, uma vez que a matriz polimérica o

protege contra fatores externos e fisico-quimicos, pode reduzir a resisténcia bacteriana por
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permanecer pouco tempo no local, minimiza os efeitos colaterais e melhora a agdo terapéutica
(SILVESTRE et al., 2021).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi sintetizar e caracterizar fisico
quimicamente nanoparticulas de metilcelulose carregadas com azul de metileno, bem como,
avaliar a atividade antimicrobiana das mesmas quando fotossensibilizadas com laser de baixa
poténcia frente as bactérias periodontopatogénicas S.mutans, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli
,A.actinomycetemcomitans e ao fungo C. albicans.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Material

Os materiais utilizados na sintese das nanoparticulas foram azul de metileno,
metilcelulose, polaxamer 407 (Pluronic F-127) adquiridos da Sigma-Aldrich. Os meios de
cultura utilizados foram: agar Mueller-Hinton e agar Triptico de Soja (Himedia), agar de
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Merck) e gar Sabourad (Audaz).

Os microrganismos utilizados foram Aggregatybacter Actinomycetemcomitans - ATCC
29522, S. mutans ATCC-25175 (adquiridos na Plast Labor-Rio de Janeiro); e Escherichia coli
LB 25922; Staphylococcus aureus LB 25923 e Pseudomonas aeruginosa LB 27853, adquiridos

na Laborclin e C. Albicans adquiridos na empresa Brasil Cientifica.

5.4.2 Sintese das nanoparticulas de azul de metileno

Nanoparticulas de metilcelulose carregadas com azul de metileno foram preparadas pelo
método de nanoprecipitacdo em triplicata (n=3) conforme metodologia descrita por Chin,
Jimmy, Pang (2018). Primeiramente foram preparadas 10 mL de solu¢des aquosas de
metilcelulose nas quantidades em massa: 0,01g; 0,001g; 0,005g. Nesta solucdo foram
adicionadas duas concentragdes diferentes de azul de metileno: 0,01%, 0,005 % (m/v). Em
seguida a esta solugdo foi adicionado 0,15 g do surfactante Pluronic F127. Posteriormente 1 mL
dessas solugdes foram dispersas em 20 mL de etanol (95%) com homogeneizagdo em Ultra
Turrax (Modelo T25, IKA-Works, Inc., Cincinnati) a 10.000 rpm por 3 minutos. Amostra
controle foi sintetizada sem a presenca do azul de metileno.

As amostras analisadas foram distribuidas em onze subgrupos conforme descrito a

seguir:
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Onde: MB significa methylene blue, em portugués azul de metileno, ¢ Free MB em
portugués azul de metileno livre.

1. Nanoparticulas com 0,01 g de metilcelulose com 0,01% de azul de metileno (MC-
0,01-MB 0,01%)

2. Nanoparticulas com 0,01 g de metilcelulose com 0,005% de azul de metileno (MC-
0,01-MB 0,005%)

3. Nanoparticulas com 0,001g de metilcelulose com 0,01% de azul de metileno (MC-
0,001-MB 0,01%)

4. Nanoparticulas com 0,001g de metilcelulose com 0,005% de azul de metileno (MC-
0,001-MB 0,005%)

5. Nanoparticulas com 0,005 g de metilcelulose com 0,01% de azul de metileno (MC-
0,005-MB 0,01%)

6. Nanoparticulas com 0,005 g de metilcelulose com 0,005% de azul de metileno (MC-
0,005-MB 0,005%)

7. Nanoparticulas com 0,01 g de metilcelulose (MC 0,01-Free MB)

8. Nanoparticulas com 0,001 g de metilcelulose (MC 0,001-Free MB)

9. Nanoparticulas com 0,005 g de metilcelulose (MC 0,005-Free MB)

10. 0,005% de azul de metileno (MB 0,005%)

11. 0,01% de azul de metileno (MB 0,01%)

5.4.3 Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica das nanoparticulas de azul de

metileno

A caracterizacdo fisico quimica das nanoparticulas de azul de metileno foi estabelecida
pelos parametros de eficiéncia de encapsulacdo (EE), tamanho médio de particula (Z - ave),

potencial zeta (£ - mV) Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET) e liberag&o controlada.

5.4.3.1 Eficiéncia de encapsulacéo (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de metilcelulose foi avaliada em
triplicata (n=3) de acordo com metodologia descrita por da Rosa et al. (2020). As nanoparticulas
foram submetidas a técnica de centrifugacdo em suspensdo utilizando filtros Amicon Ultra
Centrifugal com membrana Ultracel 30 k (Milipore, Irlanda). O procedimento consistiu em

centrifugar as amostras por 30 min a uma velocidade de 6000 rpm, separando 0s compostos
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encapsulados e ndo encapsulados. O filtrado que permeia a membrana filtrante era constituido
pelos compostos ndo encapsulados e foram analisados. O azul de metileno ndo encapsulado
(sobrenadante) foi quantificado por espectroscopia no UV-vis em comprimento de onda de 655
nm. A concentracdo molar de azul de metileno foi calculada a partir de uma curva de calibragéo
em solucdo alcdolica de azul de metileno. A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada
de acordo com a equacdo 1:

Equagdo 1: EE% = (azul de metileno inicial - azul de metileno livre / azul metileno
inicial) x 100.

5.4.3.2 Determinacdo do tamanho de particula (Z-ave), indice de polidispersao (IP) e

potencial zeta (&)

A determinagdo do tamanho da particula (nm), indice de polidispersao e potencial zeta
(mV) das nanoparticulas foram obtidos por meio da técnica de espalhamento de luz (DLS),
utilizando um equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments). As amostras de
nanoparticulas de metilcelulose carregadas com azul de metileno e amostra controle foram
diluidas apropriadamente com agua filtrada Milli-Q ®, e as medigdes foram realizadas a 25 °C
a um angulo de 173° em triplicata (n=3). Para as medi¢des, as amostras foram colocadas em

célula de eletroforese.

5.4.3.3 Analises morfoldgica por MET

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por meio de Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) utilizando um microscopio JEOL modelo JEM -1011 (Toquio, Japao)
operando a 70 kV. As solucdes contendo as nanoparticulas de metilcelulose carregadas com
azul de metileno e amostra controle foram previamente diluidas em agua ultrapura Milli-Q, e
cerca de 5 pL de cada amostra foi depositada sobre grids de cobre revestidas com carbono (200

mesh). Apos secagem a temperatura ambiente, as grids foram observadas no microscopio.
5.4.3.4 Liberacdo controlada
A liberagdo controlada do azul de metileno nanoencapsulado foi conduzida de acordo

com metodologia descrita por da Rosa et al. (2015). Inicialmente 5 mL de nanoparticulas de

azul de metileno foram dispersas em 20 mL de solugdo salina de tampao fosfato (PBS) (pH
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~7,4)a37 £0,5 ° C. Posteriormente em intervalos de tempo predeterminados (nas primeiras 8
horas foram retiradas aliquotas de hora em hora e posteriormente a cada 12 horas até a curva
de liberagao atingir um platd), a mistura de nanoparticulas de azul de metileno / solugdo tampao
foram centrifugados e os sobrenadantes foram removidos e substituidos com o mesmo volume
de solucdo tampao PBS. As concentragdes molares de azul de metileno no sobrenadante foram
determinados a partir dos valores de absorbancia medidos a 655 nm contra a curva de calibragao
de azul de metileno em PBS em pH~7.4. A porcentagem de azul de metileno liberada em um
intervalo de tempo especifico foi quantificada com base na Equacao (2).

Equacgdo 2: MB liberado (%) = ([MB liberado / [MB] inicial) x 100% (2)

Onde: [MB] liberado ¢ a concentragdo de MB liberada no tempo (t) e [MB] inicial ¢ a

concentracao de MB sendo carregado na nanoparticula de metilcelulose.

5.4.4 Avaliagéo antimicrobiana das nanoparticulas de azul de metileno

A analise da efetividade antimicrobiana das nanoparticulas de azul de metileno
(methylene blue-MB,em inglés) foi conduzida utilizando a metodologia de contagem padréo
em placas de acordo com metodologia descrita por Knorst et al. (2019).

As amostras analisadas foram distribuidas em onze subgrupos conforme descrito a
sequir:

Onde: MB significa methylene blue, em portugués azul de metileno, e Free MB em
portugués azul de metileno livre.

1. Nanoparticulas com 0,01 g de metilcelulose com 0,01% de azul de metileno (MC-
0,01-MB 0,01%)

2. Nanoparticulas com 0,01 g de metilcelulose com 0,005% de azul de metileno (MC-
0,01-MB 0,005%)

3. Nanoparticulas com 0,001g de metilcelulose com 0,01% de azul de metileno (MC-
0,001-MB 0,01%)

4. Nanoparticulas com 0,001g de metilcelulose com 0,005% de azul de metileno (MC-
0,001-MB 0,005%)

5. Nanoparticulas com 0,005 g de metilcelulose com 0,01% de azul de metileno (MC-
0,005-MB 0,01%)

6. Nanoparticulas com 0,005 g de metilcelulose com 0,005% de azul de metileno (MC-
0,005-MB 0,005%)

7. Nanoparticulas com 0,01 g de metilcelulose (MC 0,01-Free MB)



44

8. Nanoparticulas com 0,001 g de metilcelulose (MC 0,001-Free MB)
9. Nanoparticulas com 0,005 g de metilcelulose (MC 0,005-Free MB)
10. 0,005% de azul de metileno (MB 0,005%)

11. 0,01% de azul de metileno (MB 0,01%)

A atividade antimicrobiana dos grupos acima foi testada nos seguintes microrganismos:
Streptococcus mutans, S.aureus, C. albicans, P. aeruginosa e E. coli. Para os cultivos das
células bacterianas foi elaborada uma suspensdo padronizada de 108 células. mL? de
microrganismos em caldo BHI (Brain Heart Infusion) em placa a 37°C. O microrganismo
Aggregatybacter actinomycetemcomitans foi incubado em caldo TSB (Trypticase Soy Broth),
em jarra de anaerobiose a 37°C por 72 h. Todos os microrganismos foram padronizados em
solucéo salina pelos parametros de turvagdo com auxilio da escala Mcfairland.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, em uma placa de 96 pogos foram
adicionados a suspensdo microbiana e a amostras na proporg¢éo (1:3). Em um primeiro momento
0s microrganismos ficaram em contato com as nanoparticulas de azul de metileno e amostras
controle durante 5 minutos (tempo de pré-irradiacdo). Apos este periodo as amostras foram
irradiadas (fotossensibilizadas) utilizando como fonte de luz um laser de diodo de baixa
poténcia (DMC -Therapy) com comprimento de onda de 660 nm, modo de emissdo continua,
poténcia Util do emissor em 100mW com energia de 9 joules por 90 segundos (KNORST et al.,
2019). A ponteira do laser foi localizada a uma distancia de 10mm do topo dos pocos. Em
seguida foi realizada a irradiacdo, intercalando as amostras entre 4 pocos para dar o devido
distanciamento da fonte de luz para que ndo houvesse sobreposicao de irradiacao entre amostras

conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 — Imagem ilustrativa da fotossensibilizacdo das amostras com laser de baixa poténcia

Fonte: Os autores.

A seguir a suspensdo tratada (microrganismos + amostras) foram colocadas em solucéo
tampdo (107), e realizadas diluicBes decimais e posteriormente semeadas em agar Muller
Hinton e incubadas a 37 °C por 48 horas. Para C. Albicans foi realizada a incubacdo em agar
Sabourad a 37 °C por 48 horas. Para Aggregatybacter actinomycetemcomitans as amostras
foram incubadas em uma camada dupla de caldo TSB e Miiller Hinton, em jarra de anaerobiose
a 37°C por 72 h. Os resultados foram expressos por unidade formadora de colénia (UFC) por
mL (UFC.mL™%).

5.4.5 Analise dos dados

Os dados obtidos foram expressos como médias e desvio padrdo das determinacfes
realizadas em triplicata. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e a comparacgéo
de médias foi realizada pelo Teste de ANOVA e Tukey com nivel de significancia de 5 %,
utilizando-se o programa STATISTICA 7.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.5.1 Eficiéncia de encapsulacéo

No presente estudo foram encontrados resultados satisfatorios de eficiéncia de
encapsulacdo (proximos a 100%), demostrados na Tabela 1. Esses resultados revelam um
eficiente aprisionamento do azul de metileno na matriz polimérica de metilcelulose.

A eficiéncia de encapsulacdo pelo método de nanoprecipitacdo, depende de alguns
fatores determinantes como: tipo de revestimento utilizado, da interacdo deste com o composto
ativo, natureza quimica do composto ativo e sua polaridade (NUNES et al., 2022).

A literatura aponta, que a eficiéncia de encapsulagdo em matrizes hidrofilicas, como a
metilcelulose, pode atingir valores méaximos de 100 % (da Rosa et al. 2020), e em casos de
compostos lipofilicos, como a celulose, esses resultados podem variar entre 60 a 90% (CHIN;
JIMMY; PANG, 2018).

Neste estudo, os resultados de eficiéncia de encapsulacdo foram proximos a 100 %, e
pode ser atribuido a melhor solubilidade da metilcelulose em suspensdes coloidais aquosas
quando comparado a outros polimeros apolares como celulose (RIA et al., 2020).

Corroborando, com a literatura, sobre a polaridade do material de parede e eficiéncia de
encapsulacdo, Chin; Jimmy; Pang (2018) ao utilizar como material de parede compostos
apolares, como celulose para encapsular o azul de metileno, obtiveram resultados de eficiéncia

de encapsulacdo, inferiores ao presente estudo (variando entre 56 a 89%).

Tabela 1 — Eficiéncia de encapsulagio, Tamanho de particula, Indice de polidispersdo e potencial zeta
das nanoparticulas de azul de metileno carregadas com metilcelulose

Eficiéncia de Tamanho de particula Potencial zeta
Amostra encapsulacdo (%) (nm) PDI (mV)
! 2.2+ 0,4bc
MC 0,01-MB 0,01 99,2 +0,0c 357,9 + 4,2cd 0,633 £ 0,11hc
Z ' MC 0,01-MB 0,005 99,6 +0,12 306,8 % 1,4e 0,519 + 0,001ab 4,4 £0.43b
3 MC 0,001-MB 0,01 99,2 +0,0c 3755+ 7,4¢ 0,588 +0,14a 4,6+ 1,1ab
4 MC 0,001-MB 0,005 99,1+ 0,1c 186,15 + 3,19 0,274 £0,11c 1,740,04c
®  MC 0,005-MB 0,01 99,4 +0,0b 402,8 +11,6b 0,364 + 0,005¢ 0,6+0.2c
® Mc 0,005-MB 0,005 98,8 + 0,1 274,06 + 10,8f 0353+0,003c ~ 29*03KC
" MC001-Free MB B 495,1+7,0a 0,730 +0,007hc 14+04c
8 MC 0,001-Free MB N 340,9+4,1d 0,625+ 0,2bc 2,8+ 0,1bc
S - 6,6 + 1,42
MC 0,005-Free MB 314 + 4,0e 0,665 * 0,1c

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) quando analisado pelo teste de Tukey na coluna
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5.5.2 Tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

O tamanho de particula depende de fatores como: natureza e concentracdo do polimero
e do surfactante na fase organica, polaridade dos solventes, natureza e proporcdo de fases
interno-externas (NUNES et al., 2022).

Os resultados do presente estudo corroboram com o proposto por (NUNES et al., 2022),
pois as particulas com menores didmetros, apresentaram em sua COMPOSICA0 Mmenores
quantidade em massa de metilcelulose (0,001 e 0,005g), bem como menores concentracoes de
azul de metileno (0,005%) (CHIN; JYMMI; PANG, 2018).

As nanoparticulas MC 0,001-MB 0,005 (amostra 4) e MC 0,005-MB 0,005 (amostra 6),
apresentaram 0s menores resultados de tamanho, variando entre 186,15 e 274,06 nm,
respectivamente (Tabela 1). Estudo de Chin; Jimmy; Pang (2018) corrobora com estes achados,
utilizando nanoparticulas de celulose com azul de metileno onde obtiveram 0s menores
didmetro de particula (70nm), nas menores concentragdes de celulose.

A proporgéo de fases interno-externa ou a proporcao de solvente/cossolvente é um fator
importante a ser considerado quando se analisa o tamanho da particula (NUNES et al., 2022).
Com a proporcdo de solvente / co-solvente (1:20) utilizado nesse estudo, foi possivel obter
nanoparticulas com didmetros aceitaveis com tamanho médio de 200 nm nas amostras 4 e 6,
conferindo uma boa estabilidade ao sistema.

Chin, Jimmy e Pang (2018) ao utilizar a mesma concentracdo nas fases interna ou
externa (1:20) ao encapsular azul de metileno em matrizes de celulose, obteve tamanho de
particulas em torno de 400 nm. Isso revela que pequenas alteraces nas variaveis do sistema,
podem alterar de forma consideravel fisico-quimicamente os resultados.

As nanoparticulas (MC 0,001-MB 0,005-amostra 4 e MC 0,005-MB 0,005- amostra 6)
com menor tamanho de particula, apresentaram uma distribuicdo de tamanho homogéneo e
unimodal, comprovado pelo indice de polidispersao de 0,274 e 0,353, respectivamente (Tabela
1). Resultados semelhantes foram reportados por Castagfieda-Gill et a.l (2017), ao encapsular
0 azul de metileno em matrizes de PLGA. A literatura aponta que valores de indice de
polidispersdo em torno de 0,3, garantem estabilidade a dispersdo coloidal, sem a formacao de
aglomerados ou precipitados (DA ROSA et al., 2020).

Os valores de potencial zeta do presente estudo variou entre 0,6 a 4,6 mV para as
amostras carregadas com azul de metileno e 1,4 a 6,6 para as amostras vazias. O potencial zeta
indica a estabilidade da suspenséo coloidal, de acordo com as forgas de repulsividade entre as

nanoparticulas e as mudangas de potencial na superficie das mesmas, durante o0 seu
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armazenamento (DA ROSA, et al. 2020). As dispersdes coloidais estabilizadas com
surfactantes cationicos apresentam resultados de potencial zeta superiores a + 30 m/V,
indicando a repulsdo entre as particulas impedindo sua agregacdo (DE MELO et al., 2020).
No entanto quando se utiliza surfactantes aniénicos como o Polaxamer, a estabilidade
da disperséo é conferida por impedindo estérico impedindo a coalescéncia das particulas e
permitindo estabilidade fisico quimica no armazenamento (DUMORTIER et al., 2006).

5.5.3 Avaliacdo morfoldgica por met

As nanoparticulas de azul de metileno com os melhores tamanho de particula foram:
Amostra 4-MC 0,001-MB 0,005 e Amostra 6-MC 0,005-MB 0,005, e as respectivas amostras
controle, e foram avaliadas sua morfologia por MET, e estdo apresentados na Figura 2.

Figura 2 — Micrografias de Microscopia Eletronica de Transmissdo. a) Amostra 8- MC 0,001-Free
MB; b) Amostra 9- MC 0,005-Free MB; ¢) Amostra 4-MC 0,001-MB 0,005 e d) Amostra 6-MC
0,005-MB 0,005

Fonte: os autores.

As micrografias das nanoparticulas carregadas com azul de metileno e nanoparticulas
vazias apresentaram auséncia de material livre na superficie, com superficie lisa, compacta,
com formato esférico e auséncia de poros. As paredes externas ndo apresentaram fissuras ou
rachaduras sendo muito importante para garantir uma maior protecdo e retencdo do agente

encapsulado.
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As nanoparticulas apresentaram didmetro médio em torno de 100 nm. Menores
resultados de tamanho de particula nas amostras obtidas por MET, pode ser explicado pelo
processo de preparacdo da amostra para a realizagdo das analises, como a remocao do solvente,
podendo causar modifica¢cdes que podem influenciar no formato e tamanho das nanoparticulas
(DE CARVALHO et al., 2013). Esta diferenca de tamanho pode ser também atribuida ao
achatamento das particulas no grid e ao menor nimero de particulas visualizadas por MET
quando comparadas as técnicas de Espalhamento de Luz (DA ROSA et al., 2015).

5.5.4 Liberacéo controlada

O perfil de liberagao das nanoparticulas carregadas com o azul de metileno na presenga

da solugdo tampao, esta representado na Figura 3.

Figura 3 — Liberacéo controlada do azul de metileno em matrizes de metilcelulose
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Fonte: os autores.

O azul de metileno apresentou uma liberacdo controlada nas primeiras 10 horas de
liberacao: em torno de 45 % nas amostras (2) MC 0,01-MB 0,005 e (5) MC 0,005-MB 0,01;
cerca de 55% na amostra (4) MC 0,001-MB 0,005; 70 % na amostra (1) MC 0,01-MB 0,01 e
(3) MC 0,001-MB 0,01 ¢ cerca de 95% na amostra (6) MC 0,005-MB 0,005; sem a presenc¢a de

efeitos burst, mostrando uma forte interagdo do azul de metileno com o material de parede.
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As amostras 2 e 5 apresentaram os melhores resultado de liberagcdo, com comportamento
linear, constante e controlada, liberando entre de 35 a 50% do azul de metileno de forma
gradativa ao longo das 10 horas. Esse comportamento cinético de liberacdo possui tendéncia a
ser mantido até a completa liberacdo do composto da matriz polimérica (DA ROSA et al.,
2015).

Diversos fatores podem influenciar a taxa de liberagdo de principios ativos incorporados
em matrizes poliméricas de sistemas nanoencapsulados, como as caracteristicas da matriz
polimérica, tamanho e localizacdo das nanoparticulas, bem como as propriedades fisico
quimicas do sistema e a concentracdo do composto ativo no interior das particulas (CHIN;
JYMMI; PANG, 2018; DA ROSA et al., 2020).

O azul de metileno é um farmaco hidrofilico e quando utilizado em nanossistemas com
polimeros derivados da celulose, apresentam perfis de liberacdo diferentes de acordo com o
tamanho das particulas obtidas (CHIN; JYMMI; PANG, 2018).

Neste estudo a velocidade de liberagdo foi diretamente proporcional ao tamanho da
particula. A amostra 6: MC 0,005-MB 0,005, com diametro de 274 nm liberou cerca de 95%
nas primeiras 10 horas de avalia¢do. E a amostra 5: MC 0,005-MB 0,01, com tamanho de 402
nm, liberou cerca de 45% ao longo das 10 horas. Esse comportamento é atribuido a maior
superficie de contato das particulas menores (CHIN; JYMMI; PANG, 2018).

Os resultados obtidos indicam que as nanoparticulas de metilcelulose carregadas com
azul de metileno podem ser utilizadas como sistemas de liberagéo controlada, sendo uma opcéo
para auxiliar em tratamentos de doencas infecciosas como coadjuvantes as terapias
convencionais em aplicacdo local, pois € possivel a obtencdo de perfil de liberacdo controlada,

gradativa e linear do composto contido na nanoparticula.

5.5.5 Avaliacdo antimicrobiana

As nanoparticulas de metilcelulose carregadas com azul de metileno em associa¢do com
a terapia fotodinamica demonstraram efetiva acdo antimicrobiana contra os microrganismos S.
mutans, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, A. actinomycetemcomitans e C. albicans, quando
comparado as amostras de azul de metileno puro, comumente utilizado na pratica clinica de

odontologia. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.
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S. mutans A.  Actynomices S. aureus P. aeruginosa E. coli C. Albicans
Amostra
UFC/mL
MC 0,01-MB
1 0,01 2,5x10%+6,4x10%b 5x10%+7,1x10%c <10? 1,5x10%+7,1x10%d <10? <10?
MC 0,01-MB <10?
2 0,005 10%+0,0c 5x10%+7,1x10% <10? 5 x10%+7,1x104d <10?
MC 0,001-MB <10
3 0,01 103+0,0c 5x10%+7,1x10%c 4x10%+1,4x10%b 1,5x10%+7,1x10%d  5x10°+7,1x10%
MC 0,001-MB <02
4 0,005 3,5x10%+7,1x10% 5x10%+7,1x10% 103+ 0,0b <10? <10?
MC 0,005-MB 5x10%+7,1x10%c 3x10%+1,4x10%h <102
5 0,01 <10? <10? 106+1,4x10%h
MC 0,005-MB <10
6 0,005 <10? 5x10%+7,1x10%c 1,5x10%+7,1x10%b 5 x10%+7,1x10%d <102
MC 0,01-Free <10?
7 MB 1,5x10%+7,1x10% 5x10%+7,1x10%c 5x10%+7,1x10%  7x103+03+2,8x10% <102
MC 0,001-Free <107
8 MB 1,5x10%+7,1x10% 5x10%+7,1x10%c 5x10%+7,1 x10%b 103+0,0d <102
MC 0,005-Free 1,5x10%+7,1 <10?
9 MB <10? 2,5x10%+3,5x10%% x10%b 1,5x10%+7,1x10? 5x10°+7,1x10%
10 MB 0,01 1,1x10%7,1x10%c ~ 8,5x10%2,1x10%  9,8x10%3,5x10%  6,8x10°+3,5x10% 1,8x108+2,4x10%  2,5x10°+7,1x10%
11 MB 0,005 2,1x10°+1,4x10%a 2,3x10%+3,5x10%  6,8x10°%+2,5x10%  1,3x105+2,1 x10%  2,2x108+3x10fa  2,5x10°+7,1x10%

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferenca significativa

(p<0,05) quando analisado pelo teste de Tukey na coluna

Esses resultados satisfatorios de acdo antimicrobiana séo explicados pela presenca do
azul de metileno fotossensibilizado. O azul de metileno é uma das principais substancias
antimicrobianas, que possui um alto grau de seletividade para bactérias gram-positivas e gram-
negativas, e na maioria das vezes € utilizado durante a terapia fotodindmica (SANTIN et al.,
2014) como fotossensibilizador exdgeno antropogénico que origina produtos de oxigenacao e
de foto oxidacdo, capazes de causar morte celular (BAPTISTA et al., 2017).

A acdo antimicrobiana do azul de metileno é conseguida quando a molécula interage
com a luz do laser e o oxigénio gerando reacfes quimicas que liberam radicais livres ou
oxigénio singleto, que culminam na morte celular dos microrganismos (BAPTISTA et al.,
2017; EDUARDO et al., 2015).

A acdo antimicrobiana do azul de metileno fotossensibilizado é potencializado quando
esta em escala nanométrica. Os mecanismos com efeitos inibitorios dos sistemas
nanoparticulados contra os microrganismos tém sido associados com alteracBes na
permeabilidade da membrana celular, causando perda de constituintes intracelulares,
necessarios para manter a viabilidade e sobrevivéncia celular (NARCISO et al., 2021).

Neste estudo, as amostras controle (nanoparticulas vazias) também apresentaram acgéo
antimicrobiana, devido o didmetro nanométrico destas, ocasionando o rompimento da parede

celular do microrganismo, e impedindo o crescimento microbiano. Foi observado também, em
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algumas amostras de nanoparticulas agdo bacteriostatica, impedindo o crescimento dos
microrganismos.

A melhor acdo antimicrobiana frente a microrganismos da cavidade oral das
nanoparticulas de azul de metileno quando comparado ao azul de metileno puro, também foi
confirmado em diversos estudos ao avaliar a encapsulagcéo do azul de metileno em matrizes de
PLGA (DE FREITAS et al., 2016; PAGONIS et al., 2010, DARABPOUR et al., 2017,
KEPLAC-CEJAD et al., 2011).

De Freitas et al. (2016) avaliou a efetividade contra bactérias da placa periodontal e
planctdnicas; Pagonis et al (2010) confirmou a efetividade contra suspensfes de espécies de
Enterococcus faecalis e em canais radiculares de dentes extraidos inoculados com esta bacteéria;
Darabpour et al. (2017) avaliou a agdo antimicrobiana contra biofilmes maturados e imaturos
de S.aureus; Keplac-Cejad et al. (2011), investigaram o efeito da PDT nas bacterias da placa
dental humana de pacientes com periodontite in vitro usando nanoparticulas PLGA.

O fotossensibilizador azul de metileno com PDT também se mostra mais efetivo sobre
C. albicans, na forma nanoencapsulada. Sherwani et al. (2015) em estudo experimental
induzindo lesdes de Candida albicans em ratos estudaram o efeito da PDT com nanoparticulas
de ouro carregadas com azul de metileno e com azul de toluidina, obtiveram resultados efetivos
sobre culturas plancténicas e sobre biofilmes, concluindo que estas podem ser utilizadas no
tratamento em lesdes cuténeas por Candida albicans e em biofilmes sobre cateteres e implantes
médicos.

Na pratica clinica de Odontologia sdo recomendadas a utilizacdo de concentracfes de
0,01% e de 0,005% de azul de metileno (EDUARDO et al., 2015). Os melhores resultados das
propriedades acima descritas foram encontrados em concentragdes de azul de metileno abaixo
das concentra¢des recomendadas na pratica clinica da periodontia. Além disso, para aplicacdes
odontologicas ¢ positivo a utilizagdo de concentragdes reduzidas de azul de metileno, para evitar
problemas de coloragdo dos dentes (COSTA et al., 2016). Visualmente ¢ possivel verificar a
diferenca de coloragdo entre as nanoparticulas e as solu¢des de azul de metileno puro nas
concentracdes de 0,01% e 0,005% (Figura 4). Vale ressaltar que mais estudos experimentais

colorimétricos das amostras devem ser conduzidos para reforcar essa afirmacao.
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Figura 4 — Nanoparticulas de azul de metileno e respectiva solucao de azul de metileno a) 0,005% e

Fonte: Os autores.

Os estudos consultados demonstram que a PDT associada com nanoparticulas de azul
de metileno séo efetivos na reducdo de microrganismos periodontais (DE FREITAS et al.,
2016; PAGONIS et al., 2010, DARABPOUR et al., 2017, KEPLAC-CEJAD et al., 2011).
Entretanto, os estudos apresentam divergéncias entre a concentragdo, tempo de pré-irradiacao,
fontes de aplicacdo de luz (led ou laser) e dosimetria, modo de emissdo, duracdo, local de
aplicacdo e comprimento de onda das irradiacdes (DE FREITAS et al., 2016; PAGONIS et al.,
2010, DARABPOUR et al., 2017, KEPLAC-CEJAD et al., 2011). Além disso, a maioria dos
estudos realizados sdo, in vitro, com literatura escassa em estudos clinicos in vivo (DE
FREITAS et al., 2016; PAGONIS et al., 2010, DARABPOUR et al., 2017, KEPLAC-CEJAD
etal., 2011).

Os resultados iniciais das nanoparticulas de azul de metileno desenvolvido na presente
dissertacdo, associado a PDT sdo favoraveis e sugerem um futuro promissor. A partir destes
resultados novos estudos testando este corante devem ser realizados para avaliar seu
comportamento em diferentes concentracdes, tempo de pré-irradiacdo, fontes de aplicacdo de
luz e dosimetria, duracdo, local de aplicacdo e comprimento de onda das irradiacdes entre outros

fatores que podem interferir na sua efetividade.

5.6 CONCLUSAO

As nanoparticulas de azul de metileno em matrizes de metilcelulose possuem potencial
para serem carreadoras de azul de metileno. Algumas caracteristicas fisico-quimicas das
nanoparticulas, como o didmetro pode ser ajustado variando as condi¢cdes de sintese, para

liberar os perfis cinéticos desejados de azul de metileno.
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As amostras com os menores tamanho de particula apresentaram liberacdo lenta e
controlada ao longo das 10 horas avaliadas. Além disso, as nanoparticulas fotossensibilizadas
foram efetivas na acdo antimicrobiana contra S.mutans, S. aureus, P. aeruginosa,
A.actinomycetemcomitans e C. albicans, quando comparado ao azul de metileno puro.

Com base nestes resultados entende-se que este € um produto inovador e promissor com
potencial para ser utilizado como adjuvante ao tratamento periodontal convencional devido a

efetividade no combate aos microrganismos periodontais.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados obtidos no presente
trabalho as nanoparticulas de azul de metileno apresentaram uma eficiéncia de encapsulacao
proximo a 100%, e os menores resultados de tamanho de particula (186 e 274 nm) foram
atribuidas as formulagdes com menores concentracdes de azul de metileno e metilcelulose. As
amostras apresentaram uma liberacdo lenta e controlada ao longo das 10 horas avaliadas. As
nanoparticulas de azul de metileno fotosensibilizadas apresentaram efetiva acdo antimicrobiana
contra S.mutans, S. aureus, P. aeruginosa, A.actinomycetemcomitans e C. albicans, quando
comparado ao azul de metileno puro.

Com base nestes resultados entende-se que este é um produto inovador e promissor
para ser utilizado com a PDT como adjuvante ao tratamento periodontal convencional e que
pode diminuir a resisténcia antimicrobiana pela sua atuacao local. E um produto com Gtimas
perspectivas futuras na obtencdo de protocolos seguros, adequados, de facil manuseio e de
acessibilidade para todos, a fim de diminuir a resisténcia microbiana a antibi6ticos alopaticos

e efetivar maiores taxas de sucesso nos tratamentos periodontais.
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Anexo 1 — Capitulo de livro “O efeito antimicrobiano da terapia fotodindmica associada a

nanofotossensibilizantes no combate aos patdgenos periodontais: uma revisdo sistematica”
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