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RESUMO

A cavidade oral é colonizada por véarias espécies de microrganismos, dentre eles
Streptococcus mutans e Candida albicans sdo os mais predominantes e podem ser
encontrados organizados na forma de biofilme, podendo causar céries e candidiase bucal. O
tratamento convencional para remocgdo desses biofilmes orais consiste na sua remocao
mecanica associada a administracdo sistémica de antimicrobianos, que causa varios efeitos
colaterais ao paciente, além de ser potencial causador de resisténcia microbiana. Diante desse
contexto, terapias alternativas tém sido desenvolvidas para o tratamento de doengas na
cavidade oral, dentre elas a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aTFD), que é realizada
com a utilizacdo de um fotossensibilizador, como a curcumina (CUR). No entanto, a CUR
apresenta a limitacdo de ser um composto de baixa solubilidade aquosa e que sofre
degradacdo quando exposto a luz, temperatura e condi¢fes alcalina. Uma estratégia para
suprir essas limitacbes é sua incorporacdo em nanoparticulas poliméricas (NPs), que
oferecem importantes beneficios, como melhoria da solubilidade e protecdo contra a
degradacdo. A incorporacdo de NPs_CUR em filmes de alginato de sodio (FA) contribui para
adesdo do sistema na cavidade oral, otimizando a aplicacdo da aTFD e a agao antimicrobiana.
O presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo do potencial de FA contendo CUR
encapsulada em NPs de quitosana (QTS) e alginato de sddio (ALG) associados a aTFD para
0 tratamento de biofilmes orais. As NPs foram obtidas pelo método de complexacao
polieletrolitica através da concentracdo de 0,3 mg/mL de QTS e 0,5 mg/mL de ALG com
proporcdes (m/m) de 0,05:1 até 1:1 e foram caracterizadas empregando analise de diametro
hidrodindmico médio (DHM), indice de polidispersdo (IPD), potencial zeta (PZ),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), eficiéncia de encapsulacdo (EE) e anélise
térmica. Os FAs foram obtidos pelo método de evaporacdo do solvente utilizando 2% de
ALG e 10% de glicerina e foram caracterizados por ensaios de absorcdo de liquidos,
determinacédo da espessura, permeabilidade ao vapor de agua (PVA), propriedades mecéanicas
e mucoadesdo. Realizou-se ensaio de liberacdo in vitro do sistema final FA/NPs_CUR,
CUR livre e NPs_CUR. Foram ainda determinadas a concentracdo inibitdria minima
(CIM) e bactericida (CBM) frente ao S. mutans, avaliou-se o efeito fotodindmico sobre os
biofilmes de S. mutans e C. albicans e a contagem de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC/mL). As NPs foram obtidas com sucesso obtendo-se resultados adequados para todas as
proporcdes testadas, principalmente paraamostra0,30:1com DHM del81,6 nm, IPD de 0,23 e
PZ de-30,6 mV. As fotomicrografias obtidas por MEV evidenciaram morfologia esférica das
NPs. A incorporacdo da CUR manteve a NP esférica e com tamanho entre 200 e 300 nm,
indicando que houve incorporacéo e isso pode ser afirmado pela EE, a qual obteve o valor de
32,91 a 80,23%. OsFA foram obtidos com sucesso e mostraram-se homogéneos, sem fissuras
ou bolhas e com adequadas propriedades mecanicas e de espessura, além de apresentarem
PVA e absorcao de liquidos consideravel e excelentes propriedades mucoadesivas. O ensaio de
liberacdo in vitro indicou que a liberacdo foi controlada por difusdo e intumescimento, com
92,31% de CUR liberada apo6s 24 h a partir das FA/NPs_CUR, 47,77% para CUR livre e
50,79% para NP_CUR. No ensaio microbiologico de CIM e CBM obteve-se para CUR livre
um valor de 2,175 pug/mL e para NPs-CUR de 8,7 pug/mL. Os resultados de UFC/mL nos
ensaios de biofilme de C. albicans ndo demostraram reducao significativas de log entre os
grupos testados com os tratamentos com luz e sem luz. Por outro lado, os ensaios de UFC/mL
para o biofilme de S. mutans demostraram reducdo de 3 logio para o grupo das NPs testadas
quando comparadas com os tratamentos sem luz. Portanto, os resultados sdo promissores e
sugerem que o sistema desenvolvido apresenta potencial para o tratamento de biofilme de
S.mutans.

Palavras-chaves: Nanotecnologia Farmacéutica; Nanoparticulas Poliméricas; Filmes bucais;
Curcumina; Quitosana; Alginato de sodio; Biofilmes orais; Terapia fotodinamica.



ABSTRACT

The oral cavity is colonized by several species of microorganisms, among them,
Streptococcus mutans and Candida albicans are the most prevalent and can be found
organized in the form of biofilm, which can cause cavities and oral candidiasis. The
conventional treatment for the removal of these oral biofilms consists of their mechanical
removal associated with the systemic administration of antimicrobials, which causes several
side effects to the patient, in addition to being a potential cause of microbial resistance. In
this context, alternative therapies have been developed to treat diseases in the oral cavity,
including Antimicrobial Photodynamic Therapy (aPDT), which is performed using a
photosensitizer, such as curcumin (CUR). However, CUR has the limitation of being a
hydrophobic compound and that suffers degradation in light, temperature, and alkaline
conditions. One strategy to overcome these limitations is their incorporation into polymeric
nanoparticles (NPs), which offer important benefits, such as improved solubility and
protection against degradation. The incorporation of NPs_CUR in sodium alginate films
(FA) contributes to system adhesion in the oral cavity, optimizing the application of aPDT
and the antimicrobial action. This work aims to evaluate the potential of FA containing CUR
encapsulated in NPs of chitosan (CS) and sodium alginate (SA) associated with aPDT for
the treatment of oral biofilms. The NPs were obtained by the polyelectrolytic complexation
method through the concentration of 0.3 mg / mL of QTS and 0.5 mg / mL of ALG with
proportions (w/w) of 0.05:1 to 1:1 and were characterized employing the analysis of average
hydrodynamic diameter (DHM), polydispersion index (PDI), zeta potential (ZP), scanning
electron microscopy (SEM), encapsulation efficiency (EE) and thermal analysis. The FAs
were obtained by the solvent casting method using 2% SA and 10% glycerin and were
characterized by liquid absorption tests, thickness determination, water vapor permeability
(PVA), mechanical properties, and mucoadhesion. An in vitro release test of the final system
FA/NPs_CUR, free CUR, and NPs_CUR was performed. The minimum inhibitory (MIC)
and bactericidal (CBM) concentrations against S. mutans were also determined and the
photodynamic effect on the biofilms of S. mutans and C. albicans and the count of Colony
Forming Units (CFU/mL) were evaluated. The NPs were successfully obtained, obtaining
adequate results for all the proportions tested, mainly for 0.30: 1 sample with DHM of 181.6
nm, PDI of 0.23, and ZP of - 30.6 mV. The photomicrographs obtained by SEM showed the
spherical morphology of the NPs. The incorporation of CUR kept the spherical NP with a
size between 200 and 300 nm indicating that there was incorporation, and this can be
affirmed by EE where it obtained the value of 32.91 to 80.23%. The FA were successfully
obtained and proved to be homogeneous without fissures or bubbles and adequate
mechanical and thickness properties, in addition to having PVA and considerable liquid
absorption and excellent mucoadhesive properties. The in vitro release test indicates that the
release is controlled by diffusion and swelling using the Korsmeyer Peppas model, with a
24-hour release profile of 92.31% for FA/NPs_CUR, 47.77% for free CUR, and 50.79 % for
NP_CUR. In the MIC and CBM microbiological assay, a value of 2,175 pug / mL was
obtained for free CUR and 8,7 ug / mL for NPs-CUR. The results of CFU / mL in the
biofilm assays of C. albicans did not show significant log reduction between the groups
tested with treatments with and without light. On the other hand, the UFC / mL assays for
the S. mutans biofilm showed a reduction of 3 log10 for the group of tested NPs when
compared to treatments without light. Therefore, the results are promising and suggest that
the developed system has the potential for the treatment of S. mutans biofilms.

Keywords: Pharmaceutical nanotechnology; Polymeric Nanoparticles; Oral films;
Curcumin; Chitosan; Sodium alginate; Oral biofilms; Photodynamic therapy.
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1. INTRODUCAO

A cavidade oral abriga um sistema ecologico complexo constituido por mais de 700
espécies de microrganismos. E bem conhecido que muitas dessas espécies encontram-se
organizadas na forma de biofilmes (KARYGIANNI et al.,, 2016; MARSH; HEAD;
DEVINE, 2015). Os biofilmes podem ser classificados como uma comunidade de
microrganismos que se fixam em superficies biéticas ou abidticas, recobertos por uma
matriz extracelular polimérica composta principalmente por polissacarideos, proteinas, DNA
extracelular e lipideos. A matriz do biofilme garante uma série de vantagens para a col6nia,
como protecdo celular, sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis, maior adesdo em
ambientes ndo estaveis, melhor comunicacdo entre as células, o que facilita atividades
bioquimicas e melhor proliferacdo, além de dificultar o acesso, que protege o0s
microrganismos contra a acdo de antibidticos e antifungicos (ALBERS, 2018; BOWEN et
al., 2017; DONLAN; COSTERTON, 2002).

E importante salientar que a pelicula adquirida (proteinas e glicoproteinas salivares e
do fluido gengival na superficie dentaria) é a principal superficie de formacdo do biofilme
oral. Porém, pode se aderir também em estruturas bucais sélidas, tais como proteses,
aparelhos ortodonticos, restauracdes e superficie de implantes (HUANG; LI; GREGORY,
2011).

Dessa forma, a formacdo do biofilme compreende cinco estagios e inicia-se com a
aderéncia as células planctdnicas de microrganismos por meio de forcas de Van der Waals,
forcas elétricas de dupla camada, interagdes moleculares e celulares, resultando em um
estagio reversivel. Na segunda etapa ocorre uma adesdo mais forte e a agregacdo e
coagregacdo de outros microrganismos e a producao da matriz extracelular polimérica. Esta
fase é considerada irreversivel e ocorre por meio de ligacdes covalentes e interacbes dipolo-

dipolo. Durante a fase de maturacdo (terceiro estagio), os microrganismos liberam
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sinaisauto-indutores para a comunicacdo entre eles, o que facilita a expressdo dos genes
formadores de biofilme. A fase final é a fase de dispersdo (quarto estagio) que gera o
desprendimento dos microrganismos do biofilme por meio de estresse mecanico e enzimas
especificas capazes de quebrar os polissacarideos da matriz (estrutura fundamental do
biofilme). Com isso, os microrganismos retornam & fase plancténica, podendo iniciar a
formacdo de um novo biofilme em outras superficies (quinto estagio). A Figura 1 ilustra esse
processo, as células destacadas, embora na forma planctdnica, geralmente retém algumas das
propriedades da populacdo do biofilme, principalmente a suscetibilidade reduzida a
antimicrobianos (DONLAN; COSTERTON, 2002; FULAZ et al., 2019; JAMAL et al.,

2017).

Figura 1. Formacédo de biofilme na cavidade oral

FORMACAO DE BIOFILME ORAL

: 1 3 ! 4
1 3 Colonizacio : v

: O 3 Maturagio 5 Destacamento
e Crescimento ‘ :

Aderéncia

@ &
Q o < [

Fonte: prépria autora.

Este sistema se mantém em equilibrio quando presente em um ambiente bucal sadio,
no qual os habitos de higiene sdo praticados regularmente e com eficiéncia (AL-
SHAMMERY et al., 2019); contudo, alteracdes na microbiota hospedeira (por exemplo,
devido a utilizacdo de antimicrobianos), alteragdes na resposta imune do hospedeiro

(causados por estresse, infecdo por outro microrganismo ou terapia imunossupressora) ou
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variages no ambiente local (como mudangas no pH ou conteudo nutricional) causam um
desequilibrio, resultando em céries, doencas periodontais, candidiase, infe¢cfes endoddnticas
e ortodonticas (ALLAKER, 2010; LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018).

As bactérias predominantes nos biofilmes dentarios sdo os Estreptococos, sendo
Streptococcus mutans considerado o principal agente etiolégico no desenvolvimento da
carie. As células de S. mutans sdo Gram positivas, tém morfologia ovalada, medem cerca de
0,5 a 0,75 pm de didmetro, agrupam-se aos pares ou em cadeias, requerem meios
nutricionalmente ricos para seu crescimento, sdo anaerobios facultativos e sua temperatura
6tima de crescimento é de 37 °C (HOBDELL; CHHER, 2012; LEMOS et al., 2019).

Em razdo disso, S. mutans é capaz de produzir enzimas denominadas
glicosiltransferases, que hidrolisam o aglUcar da dieta em glicose e frutose, e formam
glicanos insoluveis. Esses glicanos conferem aos microrganismos a capacidade de aderir as
superficies lisas dos dentes e formar a matriz do biofilme dental. A aderéncia especifica de
S. mutans aos glicanos aderentes e a formacéo de acidos promovem a desmineralizacdo do
esmalte dentario e o inicio das lesdes de carie (FORSSTEN; BJORKLUND; OUWEHAND,
2010; KLEIN etal., 2015).

A cérie € uma microcavidade que pode acometer o esmalte, dentina ou polpa do
dente. Existem varios tipos de caries que podem apresentar desde manchas brancas ou
escuras até a formacdo microcavidades. Quando a cérie atinge a polpa do dente pode levar
ao tratamento do canal, e quando ndo tratada pode ocorrer perca do dente. Apesar de todas
as medidas de higiene conferir uma diminuicdo na incidéncia de céarie, ainda ndo
conseguimos erradica-las (LIMA, 2007).

As leveduras mais comuns na cavidade bucal sdo as do género Candida ssp da
espécie Candida albicans. A levedura C. albicans por sua vez, possui morfologia
extremamente versatil, podendo estar presente no meio bucal sem causar qualquer dano,

porém quando em associagdo a fatores predisponentes é capaz de invadir tecidos causando

o7 L P (e
Thnanda Deticia D elli Hlwestre

14



candidiase, que € uma infecdo oportunista (KOO; ANDES; ID, 2018).

A candidiase bucal mais predominante é a pseudomembranosa também conhecida
popularmente como “sapinho”. E a forma mais comum e se manifesta por placas ou nédulos
branco-amarelados na mucosa, na lingua ou qualquer parte do trato gastrointestinal superior.

Durante a maturacdo do biofilme, as leveduras desenvolvem novas propriedades
fisiologicas e estruturais diferentes, como a transicdo de levedura para o morfotipo hifas, o
que representa um passo crucial para a patogénese. As hifas fornecem integridade estrutural
aos biofilmes, sendo assim um fator de viruléncia, além do biofilme trazer resisténcia a
varios componentes antifungicos que sdo rotineiramente utilizados no ambiente clinico (AL-
FATTANI; DOUGLAS; DOUGLAS, 2006; MAYER et al., 2013).

Estudos demonstram que esses microrganismos podem desenvolver biofilmes
dentarios em associacdo. A interacdo entre S. mutans e C. albicans acontece quando S.
mutans produz proteinas ancoradas na parede celular, facilitando a ligacdo a C. albicans,
promovendo maior viruléncia e estabelecendo uma interacdo benéfica para ambos os
microrganismos (KOO; BOWEN, 2014).

Ambas as doencas podem causar dor, desconforto para mastigar, sensibilidade e
quando ndo tratadas podem levar infecGes mais graves e cronicas. O tratamento
convencional para remocédo dos biofilmes orais consiste na sua remoc¢ao mecanica (processo
fisico), associado a administracdo sistémica de antimicrobianos, o que frequentemente pode
resultar na selecdo de espécies resistentes e efeitos colaterais (BAPAT et al., 2019).

Outro dado relevante é que a resisténcia aos antimicrobianos é um problema
gravissimo de saude publica ao nivel mundial. O relatério da Organizacdo Mundial da Saude
(2019) afirma que a resisténcia microbiana mata cerca de 700.000 pessoas de todas as idades
anualmente no mundo. O cenario com o qual os especialistas trabalham € que esse nimero
chegue a 10 milhdes em 2050 (OMS, 2020).

Nesse contexto, pesquisas inovadoras estdo surgindo para criar alternativas de
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terapias menos invasivas para o tratamento de doencas bucais, com baixos efeitos colaterais
e improvéavel resisténcia microbiana, como é o caso da (TFD) ou também conhecida como
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (aTFD) (DINIZ et al., 2015; KIKUCHI et al., 2015;
ONISZCZUK et al., 2016; SANTIN et al., 2014).

A aTFD é baseada em um fotossensibilizador (FS) ativado por uma fonte de luz sob
um comprimento de onda especifico que atua em uma célula-alvo. Durante a reacdo
fotodindmica, podem ser produzidas espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo
extremamente toxicas para 0s microrganismos e podem induzir a morte celular sem causar
danos ao corpo humano (CARRERA et al., 2016; TAVARES et al., 2010). Além disso,
aTFD tem atividade contra bactérias, fungos, virus e protozoarios (COSTA et al., 2011,
OZTURK et al., 2020; SANTOS et al., 2019; SEPULVEDA et al., 2020).

Outro ponto a evidenciar é o improvavel desenvolvimento de resisténcia microbiana.
Isso acontece, pois, a aTFD € mediada pela liberacdo de oxigénio singleto e EROs, 0s quais
interagem rapidamente com uma diversidade de substratos e estruturas celulares, sem uma
acao especifica (LIU et al., 2015a). Também, a rapida aplicacdo ndo desencadeia efeitos
colaterais e a cavidade oral torna-se um local de facil aplicagdo da aTFD, ja que é acessivel
para iluminacdo (BENOV, 2015).

O mecanismo quimico da aTFD baseia-se no diagrama de Jablonski em que o FS no
estado fundamental € irradiado por luz (sob o comprimento de onda adequado do FS),
absorve um féton (luz) gerando o FS no estado singleto excitado (breve vida util que pode
retornar ao estado fundamental por emissdo de fluorescéncia) ou pode passar por um
processo denominado cruzamento intersistema e gerar 0 FS no estado tripleto excitado (vida
atil mais longa e pode retornar ao estado fundamental por fosforescéncia) que produz dois
tipos de reacdes (TEDESCO; PRIMO; JESUS, 2017). Este mecanismo pode ser observado

na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de acdo da aTFD baseado no Diagrama de Jablonski, onde (1) corresponde ao
fotossensibilizador (FS) no estado fundamental, (2) absorcao de luz, (3) FS excitado em um estado singleto, ou
(4) processo de cruzamento intersistema resultando em um estado excitado tripleto (5), gerando dois tipos de

reacdes.

3
ESTADO SINGLETO EXCITADO

S1

MICRORGANISMO

So  1ESTADO FUNDAMENTAL

Fonte: prépria autora.

Neste processo, 0 FS (no estado tripleto excitado) é passivel de reagir com moléculas
bioldgicas por dois principais mecanismos que sdo dependentes de oxigénio (consideradas
indiretas), denominados de reacéo tipo | e reacdo tipo Il. A reacdo de tipo | envolve reacoes
de transferéncia de elétron entre o estado excitado do FS e o oxigénio molecular, produzindo
espécies radicais como OH ¢, O2 « -, H202 e causando estresse oxidativo e morte celular. Na
reacdo do tipo Il, o FS transfere energia diretamente ao oxigénio em seu estado tripleto
fundamental. Ha a formacdo de oxigénio singleto (102), que é altamente reativo e citotoxico,
e gue pode reagir com um grande numero de substratos biolégicos e induzir dano oxidativo
na membrana celular e na parede celular (KWIATKOWSKI et al., 2018).

Acredita-se que ambas as reacdes (tipo | e Il) possam ocorrer concomitantemente
durante aTFD com proporc¢es diferentes dependendo do tipo de FS, mas o oxigénio singleto

(Tipo 1) € o principal mediador fotodindmico nos sistemas biolégicos (LIU et al., 2015a).
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Além dos mecanismos indiretos (que requerem oxigénio), existem 0s mecanismos
diretos (independentes de oxigénio) de fotossensibilizacdo na aTFD. Esses mecanismos vém
sendo discutidos na literatura cientifica e trata-se das reagdes de tipo 111 e reacGes de tipo 1V,
baseadas na ativacdo de FSs para induzir a morte celular sem a dependéncia do oxigénio
para transferéncia de energia ou carga. A reacao do tipo Ill envolve o estado de tripleto do
FS e os radicais livres nativos do microrganismo que causam citotoxicidade. E, finalmente,
ha também a reacgdo do tipo IV que, em suma, envolve uma mudanca estrutural no estado
singleto do FS quando irradiado, permitindo que ele se ligue ao alvo celular por
fotoisomerizacdo (SCHERER et al., 2017).

A irradiacdo durante a aTFD pode ser feita por diferentes fontes de luz, como
lampadas de amplo espectro, lampadas de diodo (LEDs), lasers e também por
quimioluminescéncia. A acéo desses dispositivos depende do comprimento de onda, da dose
de radiacdo (J cm), da densidade de poténcia (W cm), e também do tempo de incubagio
do FS (tempo de pré-irradiacdo) (DIAS et al.,, 2016; ETCHEVERRY; PASQUALE;
GARAVAGLIA, 2016; FERRAZ et al., 2011).

Geralmente, os FS podem ter uma formula estrutural aromatica ou linear e podem ser
usados topicamente ou sistemicamente. Varios tipos de corantes e FS podem ser usados para
aTFD. A curcumina (CUR), cuja estrutura quimica é demonstrada na Figura 3, € um corante
amarelo-alaranjado, extraido do rizoma da planta Curcuma longa, comumente usada como
tempero na tradicional culinéria asiatica e na medicina chinesa. A CUR possui diversas
propriedades farmacoldgicas, como anti-inflamatdrias, antitumorais e antimicrobianas
(ALVES et al., 2018). Algumas dessas propriedades sdo melhoradas com associacdo de
ativacdo pela luz (AURELIO et al., 2013; AZIZI et al., 2019; MA et al., 2019; SANTEZI,
REINA; DOVIGO, 2018)

No caso da CUR, a luz azul é uma opcéo interessante para sua fotoativacdo. A faixa

azul do espectro de luz (450- 492nm) é capaz de promover efetiva ativacdo da CUR, além de
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ser mais segura e estar numa faixa do espectro comumente utilizada nos consultérios
odontolégicos, por meio do uso de aparelhos do tipo LED ou de luz hal6gena (PAOLILLO
et al., 2014; SERIES, 2018). Por outro lado, a CUR é um composto considerado hidrofdbico,
insolivel em &gua e que pode sofrer rapida degradacdo em varias condicbes (luz,
temperatura, oxigénio, condicbes alcalinas). Apesar de solivel em etanol e DMSO
(dimetilsulféxido), esses solventes organicos apresentam efeitos toxicos dependendo da
concentracdo utilizada, sendo necessario o desenvolvimento de novas estratégias para

melhoria da solubilidade e estabilidade desta molécula (CODEVILLA et al., 2015).

Figura 3. Estrutura quimica da curcumina.

/" 4 CURCUMINA

Fonte: ALVES etal., 2018

Nanossistemas (NS) associados a aTFD para infecbes orais possuem potencial
promissor para combater as limitagcdes mencionadas acima e também tem o potencial de
entregar FS no biofilme oral (FEKRAZAD; NEJAT; KALHORI, 2017; HU et al., 2018;
LBOUTOUNNE, 2017). Além disso, biofilmes sdo estruturas complexas e 0s
antimicrobianos convencionais tém demonstrado dificuldade em atuar sobre eles. O
desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos € um processo demorado, portanto, 0
desenvolvimento de abordagens alternativas é fundamental (QAYYUM; KHAN, 2016). Nos
altimos anos, tem havido um aumento significativo de estudos no campo da nanotecnologia
farmacéutica para explorar NS para o tratamento de biofilmes (DE MELO et al., 2013;

ELIZABETH; NESTOR; DAVID, 2019).
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NS sdo estruturas nanométricas que podem ser divididas em nanoparticulas organicas
e inorganicas (KHALID et al., 2020). Atraves da composi¢do quimica tamanho de particula,
carga superficial e outras propriedades, os NS acabam direcionando a liberacdo, sendo que a
interacdo do sistema com a matriz do biofilme promove aumento significativona eficécia
antimicrobiana (FULAZ et al., 2019; NAFEE, 2015).

Neste contexto, varios NS tém sido desenvolvidos para melhorar a
biodisponibilidade, solubilidade e eficicia terapéutica da CUR e a liberacdo de farmaco,
incluindo lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas soélidas,
ciclodextrinas, nanoemulsdes, entre outros (CHOPRA et al., 2016; LIU et al., 2015b;
MANGOLIM et al., 2014; SARI et al., 2015; WANG et al., 2017).

Dentre os NS, € crescente o interesse no estudo e desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas (NP) devido as vantagens de melhorar a biodisponibilidade, solubilidade,
permeabilidade e seletividade dos farmacos (evitando a distribuicdo para outros tecidos que
ndo o alvo e minimizando os efeitos colaterais). Além disso, oferecem protecdo contra
fatores externos (luz, umidade, oxigénio, temperatura) e internos (pH e degradagédo
enzimatica), permitem a incorporacdo de FSs hidrofilicos e hidrofobicos, podem modificar
0 padréo de interacdo bioldgica do FS na biointerface, além da possibilidade de aumentar o
tempo de residéncia no sitio alvo através da mucoadesao, atributo que pode contribuir para
melhorar a interacdo bioldgica no sitio de acao/liberacdo (PEER et al., 2007). Além disso,
podem ser funcionalizados por meio de preenchimentos, ligantes, enzimas, anticorpos e
outros na superficie da estrutura (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SUN et
al., 2019; TAN; CHOONG; DASS, 2010).

Nanoparticulas poliméricas (NPs) sdo sistemas coloidais com tamanho nanométrico
que pode variar de 5 nm a 1000 nm, embora geralmente sejam obtidos tamanhos entre 100 e
500 nm no campo farmacéutico e commorfologia esférica. PNs sdo constituidas por

polimeros que podem ser sintéticos ou naturais e sdo classificadas em nanocapsulas
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(sistemas reservatdrios, constituidos de um ou mais nucleos internos, revestidos por uma
membrana polimérica) e nanoesferas (sistemas matriciais, constituidas por uma matriz
polimérica, na qual o f&rmaco encontra-se disperso ou dissolvido no seu interior) (JARAI et
al., 2020; LU et al., 2011).

As NPs podem ser obtidas através de diferentes metodologias, dentre elas por
complexacdo polieletrolitica, a qual destaca-se pela simplicidade da técnica e baixa energia,
sem envolver o uso de solventes organicos, com relativo baixo custo, além da utilizacdo de
biopolimeros. A técnica de complexacdo polieletrolitica tem por base a interacdo entre
polimeros com cargas opostas, a qual pode acontecer através de interacGes eletrostaticas,
dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas. Usualmente a técnica se da
pelo gotejamento da solucéo de um polication, sobre a solugdo de um polianion sob agitacéo
(KIZILAY; KAYITMAZER; DUBIN, 2011; LUO; WANG, 2014)

A quitosana (QTS), cuja estrutura quimica é apresentada na Figura 4 (A), € um dos
polissacarideos que vem sendo mais explorado no desenvolvimento de NP,
principalmentedevido as suas propriedades favoraveis, como ser de origem natural, atoxico,
biocompativel, biodegradavel, seguro e de baixo custo. A QTS possui grupos amino e
hidroxilas em sua estrutura, possui pKa~6,5, é solivel em meios aquosos &cidos e possui alta
carga positiva sobre os grupos -NH3* (KUMAR et al., 2004; LARANJEIRA; DE FAVERE,
2009). Alem disso, a QTS possui outra importante propriedade que € a mucoadesao, que
acontece principalmente, mas ndo somente atraves da interacdo eletrostatica com o acido
sialico da mucina e com isso, tem sido amplamente relatada para o uso na mucosa (LA
LEUR; ROTTGES, 2019; MUMUNI et al, 2019; SENEL, 2010; SIMONOSKA
CRCAREVSKA; GLAVAS DODOV; GORACINOVA, 2008)

Outra propriedade importante apresentada pela QTS é a atividade antimicrobiana,
que ocorre através de varios mecanismos de interacdo sendo 0s componentes celulares

externos e a membrana citoplasmética, ndo de forma exclusiva, uma vez que a inibicdo
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microbiana pela quitosana € considerada o resultado de uma sequéncia de processos
moleculares que causamuma mudancga na permeabilidade e nos componentes intercelulares,
levando a morte celular (RAAFAT et al., 2009). A QTS possui um espectro de a¢ao contra
fungos e bactérias, principalmente bactérias Gram-positivas, como no caso S. mutans. Sendo
assim, pode aumentar o efeito antimicrobiano do sistema e agir de forma sinérgica com a
TFD e farmaco, de forma a obter melhores resultados para o tratamento dos biofilmes orais
(FRADE et al., 2018).

A natureza cationica da QTS tem sido convenientemente explorada para elaboragéo
de sistemas nanoparticulados de liberacdo controlada, entre outros fatores, devido a sua
capacidade de complexacgdo eletrostatica com polimeros anidnicos, como por exemplo, 0
polimero alginato de sodio (ALG) (EL MAGHRABY; ARAFA, 2019).

O ALG (Figura 4-B) é um polimero natural obtido de algas marrons, anionico e
soluvel em agua, formado por acidos carboxilicos compostos de subunidades de B-D-
acido manurénico (M) e a-L acido gulurénico (G) interligados por ligacdes 1,4-glicosidicas.
Pode estar associado a sais como sodio, calcio ou potassio (LEE; MOONEY, 2012).

Entre as propriedades mais relevantes do ALG evidenciam-se a biocompatibilidade,
biodegradabilidade e atoxicidade. Além disso, 0 ALG tem a capacidade de criar ligacGes de
hidrogénio com glicoproteinas do tipo mucina, promovendo o estabelecimento de
importantes interacbes mucoadesivas, razdo pela qual também tem sido usado na area
farmacéutica para adesdo na mucosa bucal (GONCALVES et al., 2016; KILICARSLAN et

al., 2018; MARTIN et al., 2015; ZHOU et al., 2018).
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Figura 4. Estrutura quimica da quitosana (A) e do alginato de sédio (B)

respectivamente.
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Fonte: SILVA et al.2006 e SOUSA et al. 2008

Os filmes bucais sdo modernas formas farmacéuticas solidas representadas por
peliculas finas flexiveis, de tamanho pequeno, que apresentam propriedades mucoadesivas,
sabor e textura agradaveis, facil transporte e manuseio. Além disso, ndo séo invasivos e sao
facilmente dissolvidos favorecendo a absorcéo direta pela mucosa oral, sendo excelentes
sistemas de liberacdo de farmacos, os quais inclusive podem melhorar a adesdo do paciente
ao tratamento (NAGARAJU et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Os filmes poliméricos podem ser associados com sucesso a TFD. Ferreira et al.
(2016) descreveram o desenvolvimento de filmes de QTS e polietilenoglicol contendo
porfirina como FS, associados a TFD para o tratamento de cancer, obtendo resultados
promissores, com alto rendimento de oxigénio singleto, forte ativacdo na luz e destruicéo
das células cancerigenas ap0s irradiacdo, além de baixa toxicidade no escuro (FERREIRA et
al., 2016). Alvarez et al. (2012) descreveram a elaboracdo de filmes a base de
polissilsesquioxanos incorporados com porforina como FS, associados a TFD para a
inativacdo de C. albicans, os quais levaram a uma diminui¢do de 2,5 log (99,7%) da
sobrevivéncia celular da levedura supracitada (ALVAREZ et al., 2012). McCarron et al.
(2005) desenvolveram filmes a base de metil éter vinilico e anidrido maleico, utilizando o
acido aminolevulinico como FS para o tratamento de lesdes intra-epiteliais vulvares,

registrando absor¢do cutdnea com a ativacdo da luz, o que é um requisito para o sucesso da
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TFD de lesdes de natureza intra-epitelial (MCCARRON et al., 2005).

A produgdo dos filmes poliméricos € um meétodo simples e répido. Eles sdo
constituidos de polimero, plastificante e o composto ativo de interesse, podendo ser
incorporados outros componentes, como aromatizantes, corantes, entre outros, a fim de se
obter filmes homogéneos, integros e com flexibilidade. Os filmes de ALG (FA) sao finos,
transparentes, uniformes e apresentam estabilidade a temperatura ambiente, flexibilidade e
bioadesdo. Com isso, tornam-se adequados para uso na cavidade oral (TURBIANI;
KIECKBUSCH; GIMENES, 2011; SALAS-VALERO; KIECKBUSCH,2008; SANTANA,
2010).

Em face ao exposto, € do nosso entendimento que o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas incorporadas com curcumina dispersas em filmes de alginato de
sodio associados a TFD, deve representar uma promissora ferramenta nanobiotecnologica

visando o tratamento de biofilmes de S. mutans e C. albicans.
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18. CONCLUSOES

Considerando todos os resultados apresentados, pode-se concluir que os dois
sistemas desenvolvidos (filmes e as nanoparticulas poliméricas) apresentaram
caracterizacdo e parametros adequados de obtencdo e eficaz aplicacdo in vitro. Diante
disto, é importante lembrar que a concentragdo da CUR testada é eficiente, contudo, a
incorporagédo no sistema pode retardar o efeito antimicrobiano, pois a maioria dos sistemas
nanoestruturados tende a ter uma liberacdo prolongada, fazendo com que o FS demore
mais tempo para ser liberado e, quando irradiado, promover a agdo antimicrobiana. Os
resultados evidenciam que o sistema proposto (FA/NP_CUR) apresentam boas
propriedades mucoadesivas e liberacdo mais adequada (rapida) para aplicacdo da aTFD e
isto pode ser atribuido ao método de obtengédo dos filmes, em comparacdo com as CUR
livre e as NP_ CUR, as quais demonstraram liberacio prolongada. E interessante ressaltar,
que esses resultados podem ser aprimorados com o aumento do tempo de pré irradiacéo e
dose aplicada da aTFD. E importante ainda citar que os resultados apresentados neste
trabalho podem ser adaptados para outras aplicacdes na area odontoldgica, como através da
incorporacdo das NP_CUR de liberacdo prolongada em enxaguante bucal como um
tratamento preventivo de caries ou até mesmo para outras areas da saude devido as
diversas propriedades farmacol6gicas da curcumina.

Portanto, os resultados sugerem que o sistema desenvolvido associado a terapia
fotodindmica antimicrobiana apresentam um potencial promissor para aplicacdo no
tratamento de biofilmes de S.mutans devido a reducéo de 3logio de UFC/mL do tratamento

com luz em compara(;éo com o tratamento sem luz.
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