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Vicente RA. Avaliacao da eficacia de farmacos liberados por novo sistema
de liberacdo de farmacos contra biofilmes mistos de Streptococcus mutans
e Candidaalbicans [Trabalho de Conclus&o de Curso - Graduagado em
Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

O desenvolvimento de terapias eficazes para o controle de biofilme oral € um
desafio. Agentes topicos usados para tratar ou prevenir doengas orais
causadas por biofilme geralmente ndo sdo mantidos na cavidade bucal por
um periodo suficiente para que os mesmos possam exercer o seu potencial
terapéutico maximo, devido a sua eliminagao rapida pela saliva e ingestao de
alimentos. Portanto, estratégias para o controle de biofilmes que objetivem
retencao e liberagdo controlada de agentes ativos no local onde o biofilme
virulento se desenvolve sao necessarias. Assim, foram desenvolvidas
nanoparticulas carreadoras (NPC) de farmaco que se aderem a hidroxiapatita
(componente mineral dos dentes), a pelicula salivar e aos exopolissacarideos
(componentes principais da matriz extracelular de biofilmes). As NPC
possuem elementos responsivos a mudangas de pH para a liberacdo de
agentes terapéuticos em nichos acidicos, presentes em biofilmes orais
patogénicos. Entretanto, faz-se necessaria a optimizacdo das NPC, assim os
objetivos deste estudo sdo (i) avaliar a capacidade carreamento e de
liberacao de diferentes farmacos pelas NPCs e (ii) atividade anti-biofilme dos
farmacos liberados por NPCs contra biofilmes formados por Streptococcus
mutans e Candida albicans. Os resultados das medi¢des do pH dos meios de
cultura, apontam para numeros melhores nos tratamentos realizados de forma
livre (sem a NPC), contendo fluor na composicdo ou seja (Far+250,
1771+250, Far+1771+250 e 250). Os sistemas avaliados n&o influenciaram na
biomassa e na contagem de unidades formadoras de col6nia dos biofilmes
avaliados.

Palavras — chave: Caries dentarias. Biofilmes. Streptococcus mutans.
Candida albicans.



Vicente RA. Efficacy analyses a new drug delivery system which targets
streptococcus mutans and candida albicans mixed biofilms [Trabalho de Conclusao
de Curso - Graduagdo em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2022.

ABSTRACT

The development of effective therapies for the control of oral biofilm is a
challenge. Surface agents used to treat or prevent oral diseases caused by biofilms
are generally not kept in the oral cavity for enough time for them to exert their
maximum therapeutic potential. Due to saliva and food intake the agents rapidly get
eliminated from the mouth. Therefore, it is necessary to develop strategies aimed to
control retention and release of active agents at the virulent biofilm site. Thus, drug
carrier nanoparticles (NPC) were developed. These adhere to hydroxyapatite (a
mineral component of the teeth), salivary pellicle and exopolysaccharides (the main
components of the extracellular matrix of biofilms). NPCs have pH-responsive
elements for the release of therapeutic agents in acidic niches, present in pathogenic
oral biofilms. However, the optimization of NPCs is necessary, so the objectives of
this study are (i) to evaluate the NPCs’ carrying and release capacity of different
drugs and (ii) anti-biofilm activity of drugs released by NPCs against biofilms formed
by Streptococcus mutans and Candida albicans. The pH measurements results point
to expressive numbers in treatments carried out freely (without NPC), containing
fluorine in the composition, which are (Far+250, 1771+250, Far+1771+250 and 250).
The evaluated systems did not influence the biomass and colony forming units count
of the analyzed biofilms.

Keywords: Dental caries. Biofilms. Streptococcus mutans. Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

Muitas patologias infecciosas em humanos tem como fator causal
biofilmes virulentos, incluindo as doencgas orais, por exemplo a carie dentaria’.
A doenca carie dentaria € um problema de saude publica mundial'. Esta
doenca que afeta criancas e adultos ainda € uma das principais causas de
visitas a centros de atendimento de urgéncia em odontologia bem como uma
das maiores causas para auséncia de trabalho e escola. O tratamento dessa
doenca € oneroso e vem crescendo anualmente.

O desenvolvimento de terapias eficazes contra doengas causadas por
biofilmes orais € dificil porque, em primeiro lugar, existe baixa retencdo das
substancias exdgenas introduzidas via regimes de tratamento padrao
(aplicacao topica com exposicdes breves), existe ainda uma eliminacgao rapida
de medicamentos por acdo da saliva, e ndo menos importante, a
complexidade estrutural do biofilme. Substancias em meio tdpico precisam ser
retidas ou ter efeito prolongado sem exibir atividade biocida de amplo
espectro para prevenir a desorganizacao da microbiota oral complexa.
Paralelamente a isso , as substancias ndo devem formar complexos com as
proteinas presentes na saliva que facilitem a eliminagao rapida da substancia
da cavidade oral.

Nanoparticulas carreadoras de farmacos formadas por polimeros tem
um grande potencial para enfrentar tais obstaculos complexos na boca sem
causar efeitos toxicos e colaterais ao organismo ou microbiota , como
demonstrado em estudos clinicos de terapia anticancer?. Os nanopolimeros
sao soluveis em solugcdes aquosas e assim permitem o ajuste preciso de sua
estrutura quimica, tamanho, carga superficial e entre outras propriedades,
oferecendo dindmina para realizar, reter e liberar farmacos no ambiente oral
desejado3*. O conhecimento sobre asequéncia de construgdo e formacgéo do
biofiime e as mudancas que ocorrem dentro do biofilme (e.g., criacdo de
nichos acidicos) oferecem oportunidades onde € possivel utilizar intervencéo
terapéutica baseado em nanomedicina.

A construcao de biofilme patogénico (e.g., cariogénico) € um processo

dindmico que depende do desenvolvimento de uma matriz extracelular rica



em exopolissacarideos de origem bacteriana®®. Na comunidade microbiana
oral, Streptococcus mutans ndo é sempre a espécie predominante’?.
Porém, S. mutans coordena a constru¢cdo de biofilme quando sacarose e
amido da dieta estao disponiveis. As exoenzimas produzidas por S. mutans
chamadas glicosiltransferases (Gtfs) estdo presentes na pelicula salivar (i.e.,
pelicula adquirida) e nas superficies microbianas e produzem os
exopolissacarideos in situ. Os exopolissacarideos sintetizados in situ
favorecem a adesao e acumulo dos microrganismos nas superficies . Com o
passar do tempo, esses polissacarideos ajudam a construir e fazem parte do
constituinte da matriz tridimensional que envolve e protege as células,
formando um ambiente altamente coesivo com baixa difusao .

Em paralelo, sacarose e outros agucares da dieta sdo fermentados,
como resultado microambientes (nichos) acidicos sdo criados dentro do
biofilme e nainterface entre biofilme e superficie®. Esses nichos com pH baixo
facilitam a producdo de exopolissacarideos enquanto 0s microrganismos
cariogénicos prosperam dentro do biofilme, assegurando o desenvolvimento
do biofilme e a dissolugdo acida localizada do esmalte dentario. Portanto,
nanoparticulas podem ser manipuladas para carrear agentes existentes e
novos para o local onde ocorre a formagao de biofilme.

As modalidades terapéuticas contemporaneas para o controle /
modulacao da formacao do biofilme sdo limitadas. A clorexidina é um agente
bactericida de amplo espectro que suprime os niveis de estreptococos do
grupo mutans na saliva, mas ndo € muito efetivo contra biofilmes e néo é
adequado para use preventivo e/ou terapéutico diario'. Exopolissacarideos
da matriz com carga negativa (possivelmente devido a presenca de acidos
nucleicos — eDNA - e acidos lipoteicdico - LTA) parecem afetar a penetracao
(e atividade antimicrobiana) de clorexidina que tem carga positiva em
biofilmes .

O uso de fluor é o padrdao ouro para prevencao da carie, oferece
protecdo incompleta contra carie e nao trata adequadamente o aspecto
infeccioso dessa doencga'?. Pesquisas intensivas tém sido realizadas para
encontrar novos agentes anti-biofilmes'3-15.

Dentre os novos agentes, tt-farnesol e miricetina interrompem



efetivamente o desenvolvimento de biofilme cariogénico. A miricetina inibe a
sintese de exopolissacarideos in situ e o tt-farnesol € um agente que tem
como alvo a membrana e desse modo consegue afetar a tolerancia de S.
mutans ao acido (i.e., afeta a aciduricidade do patdégeno), e ambos agentes
nao tem efeito biocida'®'. Entretanto, esses agentes possuem solubilidade
em agua pobre e ndo sdo otimamente retidos na boca para exercerem seu

potencial terapéutico total in vivo'314

O composto 1771 € um composto pouco encontrado na literatura, mas
apresentou acao sobre microrganismos Gram positivos e tem um possivel
efeito sobre S. mutans. Pesquisas anteriores revelam o composto 1771 como
inibidor da producédo de acidos lipoteicoicos em Staphylococcus aureus'® e
Enterococcus faecium'”. O alvo do composto 1771 é a proteina LtaS (do
inglés lipoteichoic acid synthase) que € a enzima sintetase de 4&cido
lipoteicdico em S. aureus’®. Assim, como S. mutans as espécies S. aureus e.
faecium sdao Gram positivas e analise anterior com BLAST (do inglés Basic
Local Alignment Search Tool) mostrou que o gene SMU.775 (uma proteina

hipotética) de S. mutans € homologo ao gene ItaS de S. aureus™®.

Dados preliminares de projetos em progresso a época da execucgao da
presente iniciacao cientifica indicavam que o principio ativo composto 1771
era promissor, conforme publicagbes posteriores®®?!. Por exemplo, o
composto 1771 e a miricetina isoladamente conseguiram inibir o crescimento
da populacao viavel de S. mutans e a biomassa total, além de que, quando
associados com Fluor apresentou um maior valor de pH do meio de cultura,
apo0s os tratamentos, essa mesma associacao de miricetina+1771+Fluor
também se mostrou eficaz em reduzir o acumulo de EPS insoluvel e EPS
soluvel em agua da matriz extracelular, e o composto 1771 também
apresentou potencial em reduzir a quantidade de acidos lipoteicoicos do
mesmo ambiente?'.

Ainda, em estudos posteriores ao presente projeto, foi evidenciado
também que o tt-farnesol, apresenta atividade antimicrobiana e antibiofilme e
demonstrou potencial de eliminacdo do crescimento bacteriano, além de
apresentar efeito dose- dependente na inibicdo do crescimento fungico viavel
(Candida albicans), o composto apresentou potencial de redugao do
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crescimento de biofilme de especie unica de C. albicans, eliminando o fungo,
a uma concentracdo de 31,25 pg/mL de tt- farnesol. A miricetina ainda
apresentou efeito antibiofiime, contudo menor que tt- farnesol, o0 mesmo
também esta presente nas associagdes testadas que inibiram completamente
o crescimento bacteriano no biofilme de dupla espécie, e na inibi¢do total do
crescimento fungico no biofiime de dupla espécie, além de também fazer
parte da associagao de farmacos que reduziu pelo menos em 50% os valores
de UFC/mL (vs. Veiculo) de S.mutans ou C. albicans 2°.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo sao:
Avaliar a capacidade carreamento e de liberacdo de diferentes
farmacos pelas NPCs;
Avaliar a atividade anti-biofilme dos farmacos liberados por
NPCs contra biofilmes formados por Streptococcus mutans e

Candida albicans.

O projeto testou uma abordagem inovadora para liberacédo de
substéancias in situ via nanoparticulas carreadoras (NPC) ativadas por fator
ambiental (i.e., pH)?2, visando destacar o potencial de aumentar a eficacia dos
farmacos através de mecanismos de retencao e liberacdo destes, diminuir
guantidade de biomassa, UFC e controle do pH do microambiente do biofilme
dental.

As NPC se aderem de forma notavel a pelicula e a matriz do biofilme, e
sdo projetadas para liberacdo de farmacos no local em que o pH se torna
acido, no caso os biofiimes . Tal abordagem terapéutica mostrou efeito de

diminuicdo da biomassa de um biofilme de S. mutans formado in vitro e
diminuiu substancialmente o numero e a severidade de lesdes de carie apds
aplicacdo tépica da NPC associada ao farnesol (NP-Far) em modelo animal®?.

O tt-farnesol, miricetina, composto 1771 foram utilizados para tentar
demonstrar a eficacia desse sistema de liberacdo de farmacos (comparado
como os mesmos agentes livres — nao ligados a NPC). Essa tecnologia tem

potencial para aumentar a eficacia dos farmacos através da retencéo e
liberacdo dos agentes onde e quando eles sdo mais necessarios. Se bem-
sucedida, essa tecnologia podera ser empregada para a liberacao localizada

de flaor/fluoretos (onde o processo de desmineralizagcao esta ocorrendo
ativamente) e digluconato de clorexidina (evitando a exposicao

desnecessaria da microbiota oral comensal ao farmaco).
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3 REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo de literatura foi realizada de forma a obedecer trés
subdivisbes sequenciadas, sendo elas Pelicula adquirida, Biofilmes e carie

dentariae Nanoparticulas.

3.1 Pelicula adquirida

Com relacao a formacgéo de placa bacteriana, a evidencia mais antiga que
temos € a construgdo de uma pelicula na superficie do dente?*. Os
constituintes derivados da saliva sdo adsorvidos seletivamente a superficie do
esmalte por exemplo, e se incluem, ndo sendo limitados a, proteinas ricas

em prolina, amilase, lisozima, histatinas, peroxidase, estaterina e mucina?3.

3.2 Biofilmes e carie dentaria

Biofiimes sdo comunidades de microrganismos que estdo aderidos a
uma superficie e tem um papel significativo na prevaléncia de infeccdes
bacterianas. As bactérias dentro de um biofilme sdao mais resistentes aos
antibiodticos, quando comparadas as bactérias planctbnicas. Até agora,
nenhuma droga esta em uso clinico que visa especificamente os biofilmes
bacterianos. Isso provavelmente ocorre porque até recentemente os detalhes
moleculares da formacdo do biofilme eram pouco compreendidos. As
bactérias integram informagdes do ambiente, como autoindutores e nutrientes de
deteccdo de quérum e na expressao génica apropriada relacionada ao
biofilme 24,

Biofilmes virulentos estdo associados a muitas doencas e infeccoes
humanas, incluindo as bucais e a placa dental em humanos € um dos
sistemas mais complexos de organizacdo de um biofilme®>. A carie € uma
doenca infecciosa da cavidade bucal que é dependente da formacdo de
biofiime, assim, essa doenga € resultado das interagcbes que ocorrem nhas
superficies dentarias, entre as bactérias da cavidade bucal, os produtos
produzidos por esses microrganismo, a saliva e os carboidratos vindos da
dieta. A partir disso, um biofilme cariogénico € formado na superficie dental e,
eventualmente, pode levar a cavitagdes por meio da dissolugio do esmalte®.

O S. mutans € reconhecido por muitos como o fator etioldgico da carie,

sendo essa, uma espeécie acidogénica e acidurica ou seja, produz acido
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e sobrevive no mesmo meio, além disso, o S. mutans codifica enzimas que
produzem os exopolissacarideos (EPS) da matriz extracelular dos biofilmes
por meio deexoenzimas que os sintetizam quando em presenca de sacarose®.

Além disso, o S. Mutans pode coordenar o desenvolvimento dos
biofilmes cariogénicos, por meio da producao das exoenzimas (Gtfs). Essas
por sua vez, também sao constituintes da pelicula salivar e se ligam aos
microrganismos, favorecendo a produc¢ao de glucanos in situ em presenca de
sacarose. Os EPS tem abundéancia em sitios de ligacao primaria, favorecendo

assim unido de mais microrganismos®, como mostra a figura 1) abaixo

Figura 1 - Esquema de formacao de um biofilme
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Legenda: Esquema ilustrativo do processo de formacdo de um biofilme
virulento em superficie dentaria, demonstrando a colonizagao primaria do
esmalte por meio da pelicula adquirida, a producao das Gtfs e EPS e uniao
de mais microrganismos acidogénicos e aciduricos e o estabelecimento da
estrutura complexa de matriz extracelular.

Fonte: Koo et al.®.

A presenca de quantidades de material celular bacteriano na pelicula
adquirida ja foi relatada®®, em estudos posteriores foram identificados
frutosiltransferase, Gtf e acido lipoteicoico em pelicula adquirida formada em
vitro e in vivo?’?. Os Gtfs presentes na pelicula, favorecem a sintese de
glucano in situ, empresencga de sacarose®. Dessa forma, a presenca de Gtfs
ativos na pelicula, facilita a formacdo de glucano in situ, o que favorece

surgimento de locais de ligagao diferentes para os microorganismos orais®.




A C. albicans é o microrganismo fungico mais encontrado na superficie
da mucosa humana, se co-aderindo a outras espécies, dessa forma
auxiliando na formagao do biofiime dental®® quando ha agucar na dieta em
quantidade adequada a essa condicdo. C. albicans apresenta grande
capacidade de producdo e de toleréncia acida além da secrecado das
exoenzimas aspartil proteases, que degradam o colageno da dentina em
meio acido, o que aumenta o potencial cariogénico dos biofilmes3': 32

Similar ao descrito anteriormente C.albicans, também se adere as
superficies dentais, produz EPS e forma biofilmes, além de ser acidogénica e
tolerante ao ambiente acido. Também se associa a uma variedade de
espécies bacterianas, patogénicas ou ndo, o que pode acarretar na
construgdo de comunidades microbianas complexas3334. Quando presente no
biofiilme misto, C. albicans modifica o microambiente fisico, causa um
aumento na producdo de EPS induzindo a ativacdo de genes gtfs de S.
mutans. Essa interagdo aumenta a capacidade de colonizag¢do das superficies
dentarias e aumenta a viruléncia do biofilme, o que torna esse biofilme multi-
espécie complexo e de dificil controle3®.

Paralelamente S. mutans € capaz de se manter e competir no
microambiente dos biofilmes orais e contribui para a viruléncia dos mesmos.
S. mutans utiliza sacarose para sintetizar EPS rapidamente por meio das
exoenzimas e se adere fortemente as superficies com glucanos, além de ser
acidogénicos e acidurico®®.

O S. mutans tem pelo menos trés Gtfs, B, C e D, essas utilizam
sacarose para produzir glucanos soluveis, mais sintetizados pelas Gtfs D e C,
e os glucanos insoluveis pelas Gtfs B e C, como exemplificado na figura 2)

abaixo:
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Figura 2 - Esquema de formacg&o dos glucanos
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Legenda: Figura demonstrativa da formacgao da estrutura quimica dos
glucanossoluveis e nao soluveis em agua, via Glicosiltransferases, de forma
que, a producao da matriz do biofilme com caracteristicas mais insoluveis se
deve as ligagdes a-1,3- glucano, em paralelo, a produ¢do de uma matriz com
caracteristicas mais soluveis sedeve as ligagdes a-1,6-glucano.

Fonte: Adaptado de van Hijum et al.%’.

Todas as (glicosiltransferases contribuem para a construcdo de um
biofilme virulento pois além da producdo dos glucanos, as Gtfs proporcionam a
ligagdo dos microrganismos as superficies. Além disso, as Gtfs adsorvem as

células da C. albicans, transformando-a em produtor de glucanos®38,

3.3 Nanoparticulas

Sabe-se hoje que tratar biofilmes orais patogénicos é um grande
desafio,pois drogas que sao aplicadas de forma tdpica, sofrem rapida
depuragdo salivar, mal penetram na matriz extracelular composta por EPS dos
biofiimes. Além disso, a falta de substantividade ou seja, a falta de retencao
do farmaco nas superficies dentarias também €& um obstaculo. Dessa forma,
€ importante ressaltar que, a natureza onipresente e crbnica dos biofilmes orais,
faz com que qualquer terapéutica deva ser tolerada para uso continuo e por um
periodo maior, tendo baixa toxicidade e minimizando efeito de amplo espectro
biocida *°.

As nanoparticulas sdao uma modalidade de tratamento altamente
promissora para biofilmes. Muitas estratégias de nanoparticulas tém como
objetivo inibir biofiimes dentro da cavidade oral. Os biofiimes orais também

servem como 6timos modelos para outros biofilmes associados a saude, que



pode se beneficiar das abordagens de nanoparticulas. As nanoparticulas
podem ser diretamente bactericidas ou projetadas para aumentar a
solubilidade aquosa da droga e, por meio de ajustes precisos de
composi¢cées quimicas, tamanho, carga superficial e outras propriedades,
podem fornecer flexibilidade incomparavel para transportar, reter e liberar
drogas exatamente quando e onde for mais necessario®.

Além disso os dados sugerem que as nanoparticulas também podem
diminuir o potencial de resisténcia bacteriana e proteger as drogas
convencionais do pH e/ou degradagdo enzimatica nos microambientes
agressivos do biofilme*®*', dessa forma o design de nanoparticulas pode ser
ajustado para ser ativado em resposta a gatilhos microambientais patolégicos

exclusivos do biofilme, como pH ou hipdxia.
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4 MATERIAL E METODO

Os materiais e métodos do trabalho, obedeceram uma ordem
sequenciada de escrita, partindo do teste de compatibilidade das
nanoparticulas, e terminando na realizagcdo dos tratamentos e analise dos

dados obtidos

4.1 Teste de compatibilidade das nanoparticulas com farmacos

As nanoparticulas carreadoras de farmacos (NPC) foram
confeccionadas pelo grupo de pesquisa da Dra. Danielle Benoit (University of
Rochester) seguindo a metodologia ja descrita por Horev et al. (2015), e seu
potencial de carga foi alterado com intuito de melhorar a adesdo em
superficies de C. albicans, pois os estudos anteriores utilizaram biofilmes

apenas de S. mutans, como mostra a figura 3. abaixo.

Figura 3 - Esquema de liberag¢édo programada de farmacos

Nanoparticula carreadora. Por¢cao em vermelho sendo a superficie com
cargas positivas e porcao em azul sendo pH sensivel e carreando o
farmaco representado pelas estrelas em cinza.

Fonte: Adaptado de Horev et al.?.

Foi pesado um frasco de vidro limpo e esterilizado previamente a
passagem da nanoparticula (NP) em forma de pé enviada pela Dra. Benoit.
Manteve-se a proporcdo de 1,9 mg de NP em 1 mL de PBS como
recomendado??. Apos a adi¢cdo de PBS o frasco foi vedado, protegido da luz
e armazenado em 4°C por um dia para hidratacéo. Outro frasco foi preparado

com NP livre e NP associado ao tt-farnesol (NP-Far, sendo 0,5 mg de tt-
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farnesol em 1 mL; Sigma Aldrich- catalogo 277541).

Separadamente, Miricetina (Sigma Aldrich- catalogo M6760-25MG) foi
preparada de duas maneiras: primeiro a sua utilizacdo de forma direta
(pd) adicionada sobre a NP e NP-Far; e utilizada solubilizada em 99% etanol
sendo 0,0636g do composto para 4 mL de etanol molecular (50 mM), o
composto 1771 foi solubilizado na concentracdo de 4,68 mM e ao final do
preparo do tratamento apresentou a concentragdo de 10 pg / mL para serem
aplicados sobre a superfici e de hidroxiapatita. e a quercetina para o teste de
associacao com NP-Far em forma de solugéao diluida de 10 pL de DMSO em
200 pL da quercetina e 25 pL de ETOH 99%. Todos estes compostos
apresentavam potencial para fazer parte da solugédo final para tratamento,
afinal, a associagao dos principios ativos associados a nanotecnologia é a
principal ideia de dificultar a formacao e desenvolvimento dos biofilmes multi-

espécies.

A miricetina associada ao tt-farnesol e fluor ja foi pesquisado e
mostrou-se uma alternativa para serem os tratamentos topicos escolhidos
para o desenvolvimento do tratamento final com a nanoparticula®?. A
miricetina € um composto da classe dos flavonoides e responsavel por reduzir
a expressao dos genes gtfBC, principais genes na constru¢cao da matriz de
exopolissacarideos'®'*. Sendo uma ferramenta importante na criagdo de uma

terapia anti-biofilme.

Outra substancia testada foi a quercetina € um composto proveniente
do extrato de prépolis e de plantas. Essa substancia isoladamente mostrou
bons resultados como terapia contra S. mutans, mas quando aplicada com
outros principios ativos aumenta exponencialmente a acdao de todos
combatendo o crescimento do microrganismo, podendo afetar a expressao de

genes importantes e até a parede celular do mesmo*3,

O composto 1771 € um composto pouco encontrado na literatura, mas
apresentou acao sobre microrganismos Gram positivos e tem um possivel
efeito sobre S. mutans. Pesquisas anteriores revelam o composto 1771 como
inibidor da producédo de acidos lipoteicoicos em Staphylococcus aureus’® e

Enterococcus faecium'. O alvo do composto 1771 é a proteina LtaS (do
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inglés lipoteichoic acid synthase),a enzima que sintetiza acido lipoteicéico em
S. aureus'®. Assim, como S. mutans, as espécies S. aureus e E. faecium s&o
Gram positivas e analise anterior com BLAST (do inglés Basic Local
Alignment Search Tool) mostrou que o gene SMU.775 (uma proteina

hipotética) de S. mutans é homologo ao gene ItaS de S. aureus*.

A miricetina ndo mostrou ter uma boa diluicdo sendo inserida tanto na
forma de po6 dentro de uma solugdo de nanoparticula ou nanoparticula ja
associada ao farnesol. Foi observada a formagdo de um precipitado em
ambos os testes. Foi inserido também a miricetina ja dissolvida em 99%
etanol como citado anteriormente (50 mM) ndo havendo precipitacdo do
principio ativo. Mas o ocorrido em ambos os testes foi a mudanga de um tom
amarelado (dado pela propria miricetina para tons roxos e marrons apos
alguns minutos em contato com a solugdo contendo NP ou NP-Far.
Provavelmente uma reacdo de éxido-reducao, podendo alterar atividade do
farmaco e estrutura quimica havendo produtos indesejaveis dentro da
solucao (Figura 4).

Figura 4 - Imagens testes de compatibilidade da miricetina

A) B)

Legenda: Na figura A), o frasco contém a miricetina dissolvida em 99% etanol
(50Mm) em associada a solu¢do de NP-Far, a figura B) mostra 2 frascos, o
primeiro, contendo a solu¢cdo de miricetina em etanol + NP-Far, e o segundo a
solucao de miricetina + NP, ambos os frascos representam a reag¢ao ocorrida apés
alguns minutos de contato entre as solugbes mencionadas.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Ao entrar em contato com a solugdo aumentou a opacidade da mesma.

Apds 32 minutos e 48 minutos foi observado pontos ndo dissolvidos da
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miricetina no topo do frasco apdés banho ultrassénico e a formacéo de

produtos da reagado quimica tornando a solugédo roxo-amarronzada.

A quercetina passou pelos mesmos processos sendo inserida dentro
da solucdo com NP isolada e NP associada ao farnesol em forma de p6 e em
forma de solucdo diluida em 10 uyL de DMSO em 200 pL da quercetina e
25 uL de ETOH 99%. A forma de p6 apresentou um resultado amarelo
leitoso e opaco com uma pequena parte precipitada, provavelmente sendo
excesso de po inserido para a reagao e sem alteragdo de cor, diferente do
que foi visto com a miricetina. Quando a quercetina ja estava dissolvida a
solugdo nao ficou opaca e com o amarelo intenso, e houve uma pequena
precipitacdo do sal (Figura 5)

Figura 5 - Imagens testes de compatibilidade da quercetina

A) B)

Legenda: A imagem A) representa a associacdo da quercetina em
forma de po6a solugédo de NP-Far , a imagem B) representa a associagao
da quercetina ja dissolvida em solugédo de DMSO e ETOH.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A quercetina ao entrar em contato com a solugdo aumentou a
opacidade da mesma adicionada na forma de po6 ou ja dissolvida. Apos 48
minutos foi observado em ambas um pequeno precipitado sendo a da

esquerda extremamente opaca (teste com o po inserido diretamente sobre
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a solucao contendo a NP-Far) e da direita translucida com pequena coloragao
amarela dentro da mesma solugdo (similar a um precipitado). Nenhum dos
testes realizados apresentou produtos de reacdo quimica que pudesse alterar
a coloracdo da solucdo final. Ndo apresentando um bom resultado de

compatibilidade.

O composto 1771 teve resultados extremamente semelhantes ao da
quercetina quando sendo em po, tornou a solugdo opaca e quando ja
dissolvido apresentou uma solugdo limpida e translucida, mas agora sem
nenhum precipitado aparente. Nao houve mudanca de cor a partir de
produtos da reagcdo. Até entdo a que apresentou o melhor resultado de
compatibilidade com restante das substancias quimicas até o momento

(Figura 6).

Figura 6 - Imagens testes de compatibilidade do composto 1771

A) B)

Legenda: O composto 1771 passou pelos mesmos testes anteriores,
sendo a imagem A) o composto 1771 associado a solucao NP-Far com
esse aspecto opaco, da mesma forma que a quercetina reagiu, € na
imagem B) o composto 1771 ja dissolvido associado a mesma solugéo,
apresentando um aspecto homogéneo e limpido.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Da mesma forma que a quercetina, ambos os testes do composto
1771, adicionado na forma de p6 ou ja dissolvido, aumentaram a opacidade
da solucao ap6s o contato. Apos 48 minutos ndao observou precipitado em

ambos os testes sendo a da esquerda extremamente opaca (sendo o po
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inserido direto sobre a solugdo contendo a nanoparticula associada ao
farnesol) e da direita translucida. Ambas ndo apresentaram produtos da

reacao quimica que alterassem a cor do material.

Primeiramente buscamos entender os produtos formados da reacao e
para isso contamos com o auxilio de um especialista em quimica orgéanica. A
seguir, foram realizados testes de compatibilidade para termos certeza que
esta alteragdo de cor ou os produtos formados n&do seriam agressivos ao
hospedeiro e com agédo apenas nos microrganismos. Ao final foi decidido que
necessitdvamos de uma nova formulagdo das nanoparticulas com o objetivo
de encapsular todos os farmacos de uma sO6 vez para evitar reagoes
indesejadas como a de oxido-reducao e ter um veiculo concentrado isento de
alcool na composi¢ao quimica bem como o fluor para influenciar no processo

de remineralizacgao.

4.2 Teste dos agentes em biofilme simples de S. mutans

Substrato: Os microrganismos cresceram sobre a superficie de
hidroxiapatita pré-fabricada (HA) com area de superficie de 2,7 + 0,2 cm?
(Clarkson Chromatography Products, Inc., South Williamsport, PA - Figura 7 -
todos os demais experimentos que utilizam hidroxiapatita vem do mesmo

fabricante e com as mesmas caracteristicas).

Pelicula Adquirida: Inicialmente foi coletada saliva. A producdo de
saliva foi estimulada pela mastigacdo de um pedago de parafilme, por
voluntarios (de acordo com o projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Seres Humanos da Instituicdo Sede — CAAE: 31725114.8.0000.5416). Os
doadores foram selecionados de acordo com 0s seguintes pré-requisitos: o
doador saudavel, deve fazer uso de dentifricios que tenham como principio
ativo apenas o fluor na noite anterior e na manha da coleta, nao poderia ter se
alimentado no dia da doacao, nao poderia ter ingerido antibioticos nos ultimos
3 meses e nao poderia ocorrer sangramento durante a mastigacdo do

parafilme o que alteraria o conteudo salivar.

Apos término da coleta, a saliva humana foi misturada com tampao
de adsorcao - saliva artificial - (Tampao AB - 0,05M KCI; 0,02M KPO4;
0,02M CaCl2;0,02M MgCI2) numa proporcéao de 1:1 (v/v) e adicionou-se
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0,1 M PMSF ( fenilmetilsulfonilflior, Sigma) a uma relagdo de 1:1000 (0,1 mM
PMSF concentracao final). Apos isso, esse conteudo foi centrifugado por 20
minutos a 4000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi recolhido (saliva totalmente
clarificada) e filtrado usando filtro PES de poros de 0,22 pm. A saliva foi

reservada no gelo até a o momento de sua utilizaggo.

A quantidade de 2,8 ml de saliva esterilizada foi depositada em cada
poco da placa de 24 pogos. Em seguida, cada aparato (Figura 7) com os
discos previamente hidratados em agua MiliQ esterilizada foram transferidos
para a placa com auxilio de uma pinga. A placa com os discos e saliva foi
incubada a 37°C, sob agitacdo (75 rpm) durante 1 hora (h) para formacao da

pelicula (sHA).

Figura 7 - Aparato metalico que mantém os discos na posic¢ao vertical

Legenda: Aparato foi confeccionado com fio de CrNi (cromo-niquel).
utilizado para confeccao de aparelhos ortodénticos.

Fonte: Arquivo pessoal de Guilherme Roncari Rocha.

Os discos pré-fabricados de hidroxiapatita foram posicionados
verticalmente no aparato confeccionado com fio ortodéntico dentro da placa

de 24 pocos.

Preparo dos biofilmes: O modelo utilizado foi o de biofilme simples de
S. mutans UA159 (10® UFC/mL). A aliquota da cepa, a qual estava
armazenada em freezer -80°C, foi descongelada. e reativada em placa de
agar sangue. Apos 48 horas em estufa a 37°C e 5% CO2, foram colhidas de 5
a 10 coldnias e inseridas dentro de meio liquido composto por triptona e

estrato de levedura com 1% de glicose (TYE + 1% glicose) em tubo falcon de
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15mL e armazenado na mesma estufa. Apoés 16-18 horas de crescimento,
500 pL deste tubo foi transferido para dois novos tubos falcon contendo 9,5
mL de TYE + 1% glicose (diluicdo 1:20). Ao inocular foi conferido a densidade
otica (DO) dos dois tubos (S. mutans 1; S. mutans 2). As DOs foram
conferidas durante o experimento tendo a previsibilidade da curva de

crescimento.

Apods o periodo de formagao da pelicula salivar e concomitantemente o
microrganismo chegar na DO desejada de 0,728+0,247 (correspondente a
faze mid- log), foi pipetado 43,8uL de S. mutans para um volume final de
60mL de triptona e extrato de levedura + 1% sacarose. Uma aliquota 100
uL do mesmo foi coletado para plagueamento, para controlar, padronizar e
quantificar a quantidade de UFC inseridas para inicio do experimento. O meio
de cultura com o microrganismo foi distribuido em placa de 24 pogos sendo
2,8 mL em cada pogco para na sequéncia realizados os tratamentos e
posteriormente a imersdo dos discos com a pelicula adquirida tratada no

meio. As placas foram incubadas a 37°C e 5% CO2.

Preparo dos tratamentos: Devido aos resultados dos testes de
compatibilidade dos farmacos de interesse com a nanoparticula os
tratamentos foram realizados de forma livre ou seja, sem associacao das
nanoparticulas aos farmacos, e os biofilmes foram submetidos a avaliacdo da
biomassa e contagem de unidades formadoras de colbénia. Além disso, foi

avaliado o pH do meio de cultura.

O tt-farnesol isolado foi preparado na concentracdo de 200 mM e ao
final do preparo devera ter 4 mM para serem aplicados sobre a superficie. O
composto 1771 foi solubilizado na concentracdo de 4,68 mM e ao final do
preparo devera ter 10 ug
/ mL para serem aplicados sobre a superficie. E o fluor foi preparado a 5000
ppm e que no final do preparo devera ficar com 250 ppm de fluor. Sendo os
veiculos totalizando 5% de etanol e 0,0783% de DMSO.

Todos os tratamentos foram preparados minutos antes do horario de
tratamento da pelicula ou biofiime. Os tratamentos propostos foram: 1) tt-
farnesol (Far); 2) composto 1771 (1771); 3) Far + 1771; 4) tt-farnesol + fluor
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(250); 5) 1771 +
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250; 6) Far + 1771 + 250; 7) 250; 8) Veiculo (V — 5% etanol e 0,0783%

DMSO),

conforme os volumes e concentragdes especificados no Quadro 1.

Quadro 1 - Volumes e concentragcdes dos reagentes usados para o preparo dos

tratamentos
1 2 3 4 5 (] 7 8
Reagentes
i o 1771 Far+1771 FartE 1771+F Far+1771+ F
concentragéo inicial e | Far (u e F (u V(ul
¢ phan Far(ull | () (uL) wh | (uL) )| Vi)
Tampao® (2,5 mM,
fosfato) 350 350 350 350 350 350 350 350
H20 (W) 121,68 | 124,36 123,91 96,68 99,36 98,91 97,14 | 122,14
Fluoreto (5000 ppM F -
NaF2) = final 250 ppm | — - = 2 = = —
EtQH, 99% (Sigma,
molecular. ) = final 5% 15,71 23,03 13,48 15,71 23,03 13,48 25,25 25,25
DMSO a 15% em agua
| MIlQ - final 0.0783% 2,61 — — 2,61 — — 2,61 2,61
200 mM ti-farnesol (Far)
= final 4 Mm 10 — 10 10 — 10 — —
4,68 my, Composto
1771 (2 mg/mlL) = final — 2,61 2,61 — 2,61 2,61 — —
10 ug/ml.
Total volume (ulL.) 500 500 500 500 500 500 500 500

*DMSO: Dimetilsulféxido, utilizado como solvente aproético e polar de
diversos produtosquimicos, organicos e inorganicos

*EtOH 99%: Etanol a concentragdo de 99%

*H20 (MiliQ): Agua do tipo 1 obtida por processos de purificagao
*NaF2: Sal inorganico, haleto alcalino, também utilizado fabricacao de
dentifricios.

Fonte: Elaboracao prépria.

Tratamento: Os discos esterilizados de hidroxiapatita foram imersos
em agua MilliQ esterilizada durante 30 minutos para hidratacéo e, apos este
periodo, a saliva e a pelicula adquirida foram colhidas e formadas conforme
descrito previamente. Os discos foram colocados em posicdo vertical em
placas de 24 pocos com auxilio de um aparato (Figura 7), confeccionado com
fio ortodontico de aco inoxidavel, com objetivo de evitar deposi¢cao microbiana

auxiliada pela gravidade®*°.

Os aparatos com os discos foram entdo enxaguados em tampao AB e
seguiram para tratamento da superficie da pelicula adquirida nos discos de
hidroxiapatita seguidos de novo enxague no tampao AB e posteriormente

transferidos para o meio de cultura que continha os microrganismos (indculo).

O tratamento foi aplicado na superficie do disco de hidroxiapatita com
pelicula salivar durante 1,5 minutos .. Os tratamentos foram realizados

utilizando a técnica dogotejamento*?46 (Figura 8). O aparato foi mergulhado 3



vezes em tampao AB previamente aos tratamentos e posteriormente, para

retirar o excesso de meio de cultura e tratamento, respectivamente.

Figura 8 - Técnica de tratamento por gotejamento

Legenda: Imagem demonstrando a aplicagdo do tratamento topico sobre
a superficie do disco sem causar atrito sobre a superficie ou acumulo
excessivo de tratamento por gravidade.

Fonte: Arquivo pessoal de Guilherme Roncari Rocha.

4.3 Desenho experimental

Foram realizadas trocas no meio de cultura nos horarios: 8 e 16 horas
sendo medidos os pHs (pHmetro de mesa) dos pogos nas placas ja utilizadas.
Os tratamentos foram realizados nos horarios de 0, 6, 21 e 29 horas. Os
biofilmes cresceram por 43 horas antes do processamento, seguindo o

desenho experimental (Figura 9).
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Figura 9 - Desenho experimental confocal e regime de tratamentos

Inéculo - 1% sacarose:

S. mutans UA159 (106 UFC/mI)

(0Oh)  (6h) (21h) (29 h)
Discos - pelicula 8h 16 h
- ] Troca do :
meio
Tratamentos

Legenda: As setas verdes pontilhadas representam a aplicacdo dos
tratamentos com as solucgbes, as setas pretas solidas representam as
trocas de meio, ou seja 8h / 16h, respectivamente e a ilustracédo
representa os discos de hidroxiapatita imersos em saliva para formacgao
da pelicula salivar.

Fonte: Modificado de Horev et al.2

4.4 Analise dos dados

Foram coletados e organizados os resultados de quatro experimentos
seguindo o desenho experimental acima descrito. A analise consiste em pH
do meio de cultura, biomassa (mg) e unidades formadoras de col6nia (UFC /
biofilme). Foi utilizado o software Graphpad Prism 8 com nivel de confianca
de 95%.
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5 RESULTADOS

Com relacao as analises dos resultados de pH do meio de cultura, os
dados nos mostraram que, todos os tratamentos que continham flior em sua
composicado, obtiveram melhores condicbes de pH, embora ainda sim,
estando abaixo do pH critico de desmineralizagao do esmalte dental (Figura
10)

Figura 10 - Grafico de pH do meio de
cultura

pHdo meio de cultura

® Far

=-»1771

5.0 *Far+1771
Far+250

*1771+250
Far+1771+250

BH250

& v

RgH
o

Legenda: Em cores marcantes estao os tratamentos que tinham o fluor
na composicao quimica (Far+250, 17714250, Far+1771+250 e 250) e
foram destacados desta maneira para deixar claro como eles
melhoraram os valoresde pH comparado aos demais tratamentos. O eixo
X representando os valores depH e o eixo y representando os tempos de
medicao.

Fonte: Elaboracao prépria
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Quanto aos resultados de peso seco, os dados obtidos nhdo mostraram
diferengas estatisticas entre os tratamentos testados, quando comparados a
solugao veiculo. Os resultados de UFC de S. mutans apds 43hr, também n&o
apresentaram diferengas estatisticas comparada ao veiculo

Figura 11 - Graficos de peso seco e UFC de S. mutans apos
43 horas
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Legenda: Em A) Os valores obtidos de peso seco mostraram que nao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos testados vs. veiculo. B) Dados de
UFC de S. mutans também mostrando que nao houve diferenca estatistica
nos tratamentos avaliados versus veiculo. O teste utilizado em ambos os
dados foi ANOVA-oneway com pos teste de Tukey, sendo a = 0,05.

Fonte: Elaboracao prépria.



6 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que os tratamentos que continham o fluor na
formulagdo apresentaram valores mais altos de pH comparados aos demais
tratamentos (Figura 10). Qualquer formulacdo utilizada com o fluor alterou,
mesmo que minimamente a quebra do agucar e producdo de &acidos pelos
microrganismos presentes no biofilme. Mesmo que os valores de pH obtidos
tenham sido abaixo do pH critico para desmineralizagcdo de esmalte os
resultados obtidos podem ser considerados favoraveis.

Os resultados de contagem de unidades formadoras de colénia e de
biomassa do biofilme ndo mostraram diferenca estatistica entre os tratamentos
propostos (vs. Veiculo) (Figura 9). Mesmo com uma agado comprovada do tt-
farnesol sobre os biofiimes de S. mutans a associagao destes farmacos neste
sistema nao mostrou resultados positivos. Esses resultados podem ser
atribuidos a concentragao escolhida ou ao tempo de exposi¢cao dos tratamentos
uma vez que foi utilizado um tempo reduzido de exposi¢cdo equivalente a 1,5
minutos. O regime de dieta dos biofilmes aplicado com 1% de sacarose em
todas as trocas de meio de cultura, sem ter momentos de escassez e fartura
dificulta o tratamento dos biofiimes devido a grande quantidade de acucar
presente. Dessa forma, podemos sugerir guemomentos de escassez ou fartura
de sacarose por exemplo, simula de forma mais préximo a realidade, a dieta do
hospedeiro, deixando de certa forma mais propicio, otratamento dos biofilmes.

O desenvolvimento de novas terapias € de grande importancia para
auxiliar a populacdo no controle de biofilmes. Analisando os resultados de
estudos que estavam em andamento durante o desenvolvimento do presente
projeto de pesquisa podemos notar que as todas as substancias utilizadas
(farnesol, miricetina, composto 1771) tiveram eficacia antibiofiime e promoveram
elevacao do pH do meio. Além disso, foram obtidos resultados satisfatérios na
eficacia do carreamento das nanoparticulas com tt-farnesol e o composto 1771,
causando um impedimento no crescimento da populacdo bacteriana e
fungica?%2147_ Ainda, existem resultados que mostram a redugdo da deposi¢do
de matriz composta por polissacarideos, quando comparados ao controle (NPC
sem farmaco) e também foi verificada a reducdo da producdo de acido e a

manutencdo do pH do meio acima do limite de desmineralizagdo do esmalte
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dentario*’. Os resultados dessas pesquisas sdo relevantes a Salde Publica,
pois sistemas de liberagcao de farmacos baseado em nanoparticulas carreadoras
(NPC) poderao se mostrar potenciais artefatos para aplicagées clinicas e diarias
(desde enxaguatorios bucais, cremes dentais e até materiais odontoldgicos de
uso profissional) devido a sua solubilidade em agua. Além de que, a flexibilidade
quimica das nanoparticulas permite a modificagdo dos elementos de liberacéo e
inclusdo de outras moléculas bioativas e farmacos. Dessa forma, as
nanoparticulas tém potencial para aplicagcdes além da cavidade oral, pois os
biofilmes sdo associados a muitas doengas infeciosas em varios nichos do corpo

humano.
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7 CONCLUSAO

Os dados coletados no presente estudo ndo mostraram resultados
satisfatérios no controle do biofilme in vitro de S. mutans formado sobre a
superficie de hidroxiapatita. Contudo, novas abordagens foram testadas
posteriormente, revelando potencial eficacia das NPC carreadoras de farmacos
em tratamentos complementares antibiofilme, diminuindo a viruléncia, a acidez
do meio e a producao de EPS. Além disso, foi verificada a eficacia antibiofilme

das substancias testadas, ofarnesol, a miricetina e o composto 1771.
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