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Gimenes MS. Desenvolvimento de nanoparticulas baseadas em fibroina de seda
contendo morina para controle de biofilme de Streptococcus mutans [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

RESUMO

Os avancos tecnolégicos tém possibilitado o desenvolvimento de novos biomateriais
para terapias antimicrobianas complementares, com destaque para aqueles baseados
em materiais naturais. A fibroina de seda, um polimero natural, tem sido amplamente
explorada em sistemas de liberacao controlada de farmacos no campo farmacéutico,
porém seu potencial na Odontologia ainda € pouco estudado. Neste estudo, foram
desenvolvidas e caracterizadas nanoparticulas de fibroina de seda contendo morina
(NPFS-M), um composto natural com conhecido potencial antimicrobiano, para avaliar
sua atividade contra Streptococcus mutans. As nanoparticulas foram sintetizadas a
partir de casulos de Bombyx mori e caracterizadas por espalhamento dinamico da luz
(DLS) no dia do seu desenvolvimento e apds 7, 15 e 30 dias, a fim de avaliar sua
estabilidade. A sua estrutura secundaria foi avaliada por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e sua morfologia foi determinada
por microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM). Além disso, foram analisadas a
eficiéncia de encapsulagéo e a liberacao in vitro do farmaco em diferentes valores de
pH. A atividade antimicrobiana, antiacidogénica e antibiofime das NPFS-M foi
avaliada em biofilmes de S. mutans por meio da analise da viabilidade microbiana
(UFC/mL), acidogenicidade do biofilme e biomassa (coloragéo com cristal violeta). Os
resultados mostraram que a formulacdo apresentou valores ideais de tamanho de
particula (53,5+3,7 nm), indice de polidispersdo (0,352+0,032) e potencial zeta (-
45,9+0,60 mV) e se manteve estavel durante o periodo analisado, com morfologia
homogénea, sem sinais de aglomeracédo, superficie porosa e estrutura cristalina. A
eficiéncia de encapsulacdo de morina foi de 55%, apresentando uma liberacdo
gradual e dependente do pH, sendo de 69% em pH 7,4, 59% em pH 6,0 e 16% em pH
4,5. Além disso, as NPFS-M reduziram significativamente a biomassa de S. mutans,
a viabilidade microbiana e a acidogenicidade em comparacdo aos controles. Esses
achados indicam o potencial do sistema desenvolvido, sugerindo novas possibilidades
para o uso de nanoparticulas de fibroina de seda em formulacdes voltadas ao controle
de biofilmes orais.

Palavras — chave: Carie dentéaria. Biofilmes. Produtos biolégicos.



Gimenes MS. Development of silk fibroin-based nanoparticles containing morin for
Streptococcus mutans biofilm control [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2025.

ABSTRACT

Technological advancements have enabled the development of new biomaterials for
complementary antimicrobial therapies, particularly those based on natural materials.
Silk fibroin, a natural polymer, has been widely explored for controlled drug delivery
systems in the pharmaceutical field, although its potential in dentistry remains
underexplored. In this study, silk fibroin nanoparticles containing morin (NPSF-M), a
natural compound with well-known antimicrobial potential, were developed and
characterized to evaluate their antimicrobial activity against Streptococcus mutans.
The nanoparticles were synthesized from Bombyx mori cocoons and characterized
using dynamic light scattering (DLS) to determine particle size, polydispersity index,
and zeta potential on the day of synthesis and after 7, 15 and 30 days to assess their
stability. Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) was employed to analyze their
secondary structure, and transmission electron microscopy (TEM) was used to
evaluate morphology. Additionally, the encapsulation efficiency and in vitro drug
release at different pH values were investigated. The antimicrobial, anti-acidogenic,
and anti-biofilm activities of NPSF-M were assessed in S. mutans biofilms by analyzing
microbial viability (CFU/mL), biofilm acidogenicity, and biomass (crystal violet staining).
The results showed that the formulation exhibited ideal particle size (53.5£3.7 nm),
polydispersity index (0.352+0.032), and zeta potential (-45.9£0.60 mV), remaining
stable throughout the analyzed period. The nanoparticles displayed a homogeneous
morphology, with no signs of aggregation, porous surfaces and crystalline structure.
The morin encapsulation efficiency was 55%, showing gradual and pH-dependent
release: 69% at pH 7.4, 59% at pH 6.0, and 16% at pH 4.5. Furthermore, NPSF-M
significantly reduced S. mutans biofilm biomass, microbial viability, and acidogenicity
compared to the controls. These findings highlight the great potential of the developed
system, suggesting new possibilities for the use of silk fibroin nanoparticles in the
control of oral biofilms.

Keywords: Dental caries. Biofilms. Biological products.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria € definida como uma doenca dinamica, multifatorial, ndo
transmissivel, mediada por biofilme e modulada pela dieta, determinada por fatores
biolégicos, comportamentais, psicossociais e ambientais e que tem como
consequéncia o desenvolvimento da lesdo cavitadal. Apesar de ser uma doenca
passivel de prevencdo e controle?, a carie dentaria é considerada a mais
predominante das doencas bucais3. No Brasil, dados recentes (SB Brasil 2021-2022)*
indicam uma acentuacéo da polarizacdo da doenca, com menor nimero de pacientes
concentrando um maior nimero e severidade das lesdes de cérie, destacando a
necessidade de novas estratégias de prevencao.

Para o desenvolvimento da doenca, 0os microrganismos presentes na cavidade
oral precisam aderir a superficie dentéria e formar biofilmes. A ingestéo frequente de
acucar promove a producdao persistente de acido por bactérias, reduzindo o pH bucal.
Em condicdes bioldgicas, o pH é facilmente neutralizado pelos sistemas tamponantes
salivares. No entanto, o consumo frequente de acucar, assim como o tempo de
retencdo de carboidratos fermentaveis na cavidade oral, pode impedir esses
mecanismos, iniciando a doenca e a desmineralizacdo do esmalte®. Caso o
microambiente acidificado persista, ocorre a substituicdo de bactérias nao
patogénicas por bactérias aciduricas e acidogénicas®. Nesse contexto, Streptococcus
mutans é especialmente relevante devido aos seus fatores de viruléncia. Além de ser
altamente acidogénico, é capaz de sobreviver em ambientes de baixo pH,
desempenhando um papel crucial na etiologia da carie dentaria’.

As principais estratégias para o controle da céarie dentaria envolvem a remocao
mecanica dos biofilmes, a utilizacdo de produtos fluoretados e controle dietético®. No
entanto, em pacientes que apresentam alto risco para o desenvolvimento da doenca,
essas medidas podem n&o ser totalmente eficazes, sendo necessario o uso de
terapias complementares, como o controle quimico do biofilme oral®. A clorexidina é
amplamente conhecida para essa finalidade, contudo, seu uso prolongado pode
causar diversos efeitos adversos'®. Além disso, seu efeito no controle de biofilmes
maduros é limitado, pois apresenta baixa efetividade em biofilmes ja desenvolvidos!!
e ndo h& evidéncias cientificas a respeito de sua eficacia na prevencdo da carie
dentaria'>13, Embora os agentes fluoretados possam interferir no processo carioso ao

reduzir a desmineralizacdo e aumentar a remineralizacdo, seu efeito na inibicdo da



13

formacdo do biofilme dentario - essencial para o desenvolvimento da doenca — é
limitado4.

Diante desses desafios, substancias naturais com propriedades
antimicrobianas tém se destacado devido ao seu efeito promissor no controle do
biofilme oral, por ndo induzirem resisténcia microbiana, causando poucos efeitos
colaterais'®>*¢, A morina (3, 5, 7, 2’, 4 — pentahidroxiflavona) é um flavonoide de
pigmento amarelo encontrado em plantas, frutas e ervas, especialmente da familia
Moraceae. Estudos demonstram que a morina possui varias propriedades bioldgicas
e farmacoldgicas, como efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, anticancerigenos,
antidiabéticos, cardioprotetores e hepatoprotetores. Ainda, estudos indicam que a
morina apresenta potencial antimicrobiano, podendo interferir na maturacdo do
biofilme, destruir a membrana celular, regular negativamente os mecanismos de
resisténcia bacteriana, além de apresentar baixa citotoxicidade!’'8. No entanto, a
morina possui estabilidade limitada, podendo ser facilmente degradada ou
transformada em compostos inativos. Sua baixa solubilidade e biodisponibilidade
também sdo desafios para a sua distribuicdo no local desejado®?°. O
desenvolvimento de sistemas baseados em polimeros naturais para a encapsulacéao
do composto ativo € considerado uma excelente alternativa para melhorar essas
limitacGes.

Com isso, ha um interesse crescente no estudo e desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas, principalmente utilizando biopolimeros. A literatura
documenta amplamente que as nanoparticulas podem penetrar mais facilmente em
biofilmes maduros, células e na matriz do biofilme?1-23, Além disso, quanto menor o
didmetro da nanoparticula, maior € a area de superficie e mais acentuado € o efeito
antimicrobiano do agente, pois ele € entregue diretamente a bactéria, permitindo o
uso de doses menores e reduzindo a toxicidade do medicamento em comparac¢ao com
sua forma livre?t?4, Adicionalmente, essa tecnologia melhora a estabilidade do
composto ativo e ajuda a preserva-lo em ambientes com alta umidade, acidez, calor,
altos niveis de oxigénio e exposicéo a luz — condi¢des frequentemente presentes na
cavidade oral®>?6, Assim, essa abordagem pode atuar em nivel molecular com maior
afinidade e eficiéncia em relagéo a micro e macro componentes?’.

Dentre as varias opc¢cdes de biopolimeros, a fibroina de seda (FS) tem sido
extensivamente utilizada no campo biomédico devido a sua versatilidade, destacando-

se por sua biodegradabilidade, excelente biocompatibilidade, propriedades mecanicas
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superiores as de outros polimeros naturais e capacidade de se ligar a diversos
medicamentos, podendo estabilizar tanto moléculas hidrofilicas quanto hidrofébicas
em solucdo aquosa. Essas caracteristicas, juntamente as condigbes de preparo
favoraveis, tornam as nanoparticulas baseadas em FS (NPFS) um sistema promissor
para a administracédo controlada de medicamentos?®-3°, Além disso, as propriedades
fisicas e quimicas das NPFS podem ser projetadas para melhorar a eficiéncia
terapéutica de diferentes compostos bioativos3'-34, controlando o comportamento de
liberacdo por meio do ajuste de sua cristalinidade, que esta associada ao aumento do
contetido de folha B na estrutura da fibroina®. Dessa forma, estratégias para criar
particulas com variados tamanhos e conformacgcBes secundarias e com maior
estabilidade tém sido exploradas®?34. Ademais, NPFS demonstraram liberacdo
dependente do pH3!, o que apresenta uma vantagem adicional para o controle do
biofilme cariogénico.

Dada a elevada prevaléncia de carie dentaria, o desenvolvimento de
nanoparticulas baseadas em fibroina de seda contendo morina se mostra uma

alternativa interessante para o controle do biofilme oral.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, € possivel concluir que:
* As nanoparticulas baseadas em fibroina de seda contendo morina foram
desenvolvidas e sintetizadas com sucesso;
* As nanoparticulas apresentaram tamanho nanométrico, distribuicdo uniforme e
estabilidade ao longo do periodo de analise, conforme confirmado pelas imagens de
MET. Além disso, apresentaram estrutura cristalina e mostraram-se eficientes na
encapsulacdo da morina;
* O perfil de liberagédo das nanoparticulas foi gradual e dependente do pH;
* As nanoparticulas demonstraram atividade antimicrobiana, antibiofime e

antiacidogénica contra S. mutans.
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