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Aida, KL. Efeito microbioldgico e citotoxico de sistemas nanoestruturados bioadesivos
contendo fragmentos de peptideos. 2017. 83f. Tese (Doutorado em Ciéncia Odontolégica),

Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2017.

Resumo Geral
O uso de agentes antimicrobianos naturais que reduzam a adesdo e proliferacdo de S. mutans no
biofilme poderia ser uma estratégia interessante para o controle da carie dentaria. No entanto, a
estabilidade quimica e fisica de alguns desses agentes, como 0s peptideos catibnicos
antimicrobianos e fragmentos de peptideos, pode ser comprometida por fatores externos, como
temperatura e pH, reduzindo sua agdo antimicrobiana. Com isso, 0s objetivos deste estudo foram
desenvolver e caracterizar sistemas de liberacdo de farmaco nanoestruturados bioadesivos para a
incorporagdo dos fragmentos peptidicos D1-23 e P1025 e avaliar seu efeito citotdxico e atividade
contra biofilme de S. mutans. A primeira formulacdo (F1), composta de 4&cido oleico,
polyoxypropylene-(5)-polyoxyethylene-(20)-cetyl alcohol (PPCA), Carbopol® 974P e Carbopol®
971P, foi analisada por microscopia de luz polarizada (MLP), reologia e bioadesdo in vitro. A
concentragdo inibitdria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) de D1-23 foram
determinadas contra S. mutans para posterior avaliacdo da atividade sobre biofilme formado apds
4h e 24h de tratamento. A segunda formulacdo (F2) foi selecionada a partir de trés diferentes
concentragdes de acido oleico, PPCA e Carbopol® 974P. Cada formulagéo foi analisada por MLP,
espalhamento de raios x a baixo angulo (SAXS), reologia e bioadesdo. CIM e CBM de P1025
sobre S. mutans e seu efeito quando incorporado ou ndo em F2 sobre biofilme de S. mutans em
formacéo foram analisados. A citotoxicidade em células epiteliais HaCat foi avaliada para os dois
sistemas liquido cristalino (SLC) usando testes de MTT. Anélise descritiva foi realizada para 0s
dados dos ensaios de caracterizacdo e para 0s ensaios microbiologicos e citotdxicos os dados
foram submetidos aos testes de ANOVA/Tukey ou Kruskall-WallissMann-Whitney U (p<0.05).
Os resultados indicaram que F1 apresentou caracteristicas de SLC com alta viscosidade e
bioadesdo. CIM e CBM de D1-23 foram de 15,60 e 31,25ug/mL, respectivamente. D1-23
incorporado em F1 apresentou melhores resultados contra biofilme de S. mutans que quando em
solucdo, apds 24h de tratamento. F2 apresentou melhores propriedades reoldgicas e forca
bioadesiva comparada aos demais sistemas, caracterizando um SLC. P1025 teve somente efeito
inibitorio sobre S. mutans (CIM=0.25 mg/mL). O efeito antibiofilme de P1025 incorporado em F2
foi observado apds 24h de tratamento, principalmente quando aplicado na fase de adesdo. Ambos
0s SLC contendo D1-23 e P1025 ndo apresentaram toxicidade sobre as células epiteliais, nas

condicOes de tempo e concentracdes avaliadas. A incorporacdo de peptideos em SLC bioadesivos



nanoestruturados aumenta suas propriedades antimicrobianas, podendo ser uma interessante

estratégia para a prevencado da cérie dentaria.

Palavras-chave: Peptideos catidonicos antimicrobianos. Carie dentaria. Streptococcus mutans.
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General abstract
The use of natural antimicrobial agents for reducing the adhesion and proliferation of S. mutans in
the biofilm could be an interesting strategy for the control of dental caries. However, the chemical
and physical stability of some natural antimicrobials, such as cationic antimicrobial peptides and
peptide fragments, can be compromised by external factors such as temperature and pH, reducing
their antimicrobial action. Thus, the objectives of this study were to develop and characterize
nanostructured bioadhesive drug delivery systems for the incorporation of D1-23 and P1025
peptide fragments and to evaluate their citotoxicy and activity against S. mutans biofilm. The first
formulation (F1) was composed of oleic acid, polyoxypropylene- (5) -polyoxyethylene- (20) -
cetyl alcohol (PPCA), Carbopol® 974P and Carbopol® 971P and analyzed by polarized light
microscopy (PLM), rheology and in vitro bioadhesion. Minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimal bacterial concentration (MBC) of D1-23 were determined against S. mutans for
further evaluation of activity against S. mutans biofilm after 4h and 24h of treatment. The second
formulation was selected from three different concentrations of oleic acid, PPCA and Carbopol®
974P. Each formulation was analyzed by PLM, small-angle x-ray scattering (SAXS), rheology
and bioadhesion. MIC and MBC of P1025 were determined against S. mutans. Thus, P1025 was
incorporated in the best formulation (F2). The effect of P1025 incorporated or not into F2 on S.
mutans biofilm formation was analyzed. Cytotoxicity in HaCat epithelial cells for both
formulations was evaluated using MTT assays. Descriptive analysis was performed for the
characterization assays and data from microbiological and cytotoxic assays were submitted to
ANOVA / Tukey or Kruskall-Wallis / Mann-Whitney U (p<0.05). The results indicated that F1
presented characteristics of liquid-crystalline type system (LCS) with high viscosity and
bioadhesion. The MIC and MBC of D1-23 were 15.60 and 31.25pg / mL, respectively. D1-23
incorporated in F1 showed better results than D1-23 in solution against S. mutans biofilm after
24h. F2 had better rheological properties and bioadhesive strength compared to other systems
analyzed and characteristics of LCS. P1025 had only inhibitory effect against S. mutans
(MIC=0.25mg/mL). The antibiofilm effect of P1025 incorporated into F2 was observed after 24h
of treatment, mainly when applied in surface-bound salivary phase. Both LCS had no toxicity on
epithelial cells, considering time and concentrations tested. The incorporation of peptides in
nanostructured bioadhesive LCS increased their antimicrobial properties and could be an

interesting strategy for caries prevention.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cérie dentéaria é a doenca bucal mais comum no mundo, atingindo todas as faixas
etarias. No Brasil, em criangas muito jovens é denominada de céarie precoce da infancia e
apresenta-se como um grave problema de saude publica, com prevaléncia de 43% em criangas
de cinco anos de idade (SBBRASIL, 2003). E conceituada atualmente como uma doenca
biofilme-dependente associada a ingestdo frequente de carboidratos da dieta. A fermentacdo
desses carboidratos pelos microrganismos do biofilme leva a producdo de &cidos o que
perturba a homeostase do biofilme e pode causar a dissolucdo dos tecidos minerais do dente
(MARSH, 2009).

Streptococcus mutans (S. mutans) tem sido considerado o principal agente etiolégico
da cérie dentaria, devido a sua capacidade de metabolizar uma ampla variedade de
carboidratos e produzir grandes quantidades de &cidos, e ao mesmo tempo, tolerar altas
concentracOes de aglcares e acidos (HAMADA & SLADE, 1980). S. mutans é uma bactéria
Gram-positiva anaerdbia facultativa que participa de duas fases da formacdo do biofilme
dental. Na fase de adesdo, proteinas da superficie de S. mutans denominadas adesinas ou
antigeno I/11 (Ag I/l ou SA I/11) interagem com proteinas salivares adsorvidas na superficie
do dente, permitindo a adeséo bacteriana. Na fase de proliferacdo, S. mutans e outras bactérias,
principalmente aquelas resistentes aos acidos, acumulam-se por agregacdo com a mesma ou
outras espécies e produzem uma matriz polissacaridica por degradacdo dos agUcares da dieta
(SMITH, 2003). Embora o biofilme dental seja composto por multiplas espécies bacterianas,
agentes antimicrobianos que interfiram na adesdo e proliferacdo de S. mutans poderiam ser
utilizados como estratégias para auxiliar na prevencao da carie dentéria.

Substancias naturais com propriedades antimicrobianas tém sido estudadas como
agentes topicos para aplicacdo na cavidade bucal, a fim de reduzir patdbgenos com menor risco
de desenvolver resisténcia bacteriana (MARSH, 2012). Os peptideos catidnicos
antimicrobianos sdo sintetizados pelas mucosas e apresentam a funcdo de barreira fisica
contra a entrada de organismos estranhos. Entre esses peptideos, estdo as B-defensinas que
foram introduzidas como futuros agentes antimicrobianos devido ao seu rapido inicio de agéo
e atividade de amplo espectro contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e
virus, aliados a niveis potencialmente baixos de resisténcia induzida (GORR &
AGDOLHOSSEINI, 2011; MCCORMICK & WEINBERG, 2010; WIESNER &
VILCINSKAS, 2010).

As defensinas sdo peptideos pequenos, de 15 a 45 aminoéacidos, que dependendo do

padrdo de pareamento de seus residuos de cisteina, sdo subdivididas em duas principais
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subfamilias: a e B-defensinas. Foram identificadas seis a-defensinas em humanos, sendo que
quatro sdo produzidas pelos neutrofilos e denominadas de peptideo neutrofilico humano
(HNP-1 a 4) e as outras duas sdo produzidas por células de Paneth nas criptas intestinais. As
B-defensinas (hBDs) sdo produzidas por células epiteliais de diversos 6rgdos como olhos, pele,
pulméo, rim, pancreas, mucosa nasal e oral e embora tenham sido encontradas quase 40
regides génicas potenciais para hBDs, as mais bem caracterizadas sao hBD 1 a 4. As a e f3-
defensinas apresentam funcdo imunomoduladora, modificando a migracdo e maturagéo
celular, induzindo citocinas e a liberagdo de histamina e prostaglandina A2 de mastdcitos.
(McCORMICK & WEINBERG, 2010; WIESNER & VILCINSKAS, 2010; ABIKO,
NISHIMURA & KAKU, 2003).

A hBD-3 mostrou acdo contra importantes colonizadores primarios e secundarios de
biofilme relacionados a cérie dentaria, como Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, com
doses inibitérias minimas variando de 1,25 a 200 pg/mL (OUHARA et al., 2005). Contudo, a
grande sequéncia de aminoacidos (45 residuos) e a presenca de ligacbes de cisteina na
estrutura tornam a sintese de hBD-3 muito onerosa. Adicionalmente, os peptideos em sua
forma nativa tendem a ser facilmente degradados por fatores externos, tais como temperatura
e pH, e apresentarem uma reducdo na sua atividade na presenca de sal, soro e proteinases
(GORDON, ROMANOWSKI & MCDEROTT, 2005). Por conseguinte, modificagbes na
sequéncia ou estrutura de peptideos naturais poderiam gerar um novo peptideo sintético ou
fragmento de peptideo que teria a mesma ou superior acdo de largo espectro contra agentes
patogénicos bacterianos, baixa toxicidade para o hospedeiro e um tamanho molecular minimo
para producdo de baixo custo (ZHANG & FALLA, 2009). Recentemente, fragmentos ou
analogos de peptideos foram sintetizados e suas func¢fes imunoldgicas e microbioldgicas
estudadas. Reynolds et al. (2010) avaliaram a atividade bactericida de fragmentos peptidicos
de um derivado de B-defensina 3 e descobriram que a metade N-terminal de 23 aminoacidos
(D1-23) de Defbl4-1Cv (ortdlogo de rato da B-defensina 3 humana) é um potente agente
antimicrobiano. Kreling et al. (2016) verificaram que D1-23 apresentou baixa toxicidade
sobre células epiteliais e melhor atividade contra S. mutans, em condic¢Ges planctbnicas e em
biofilme, quando comparado a outros fragmentos de peptideos.

Ensaios in vitro avaliando a capacidade de adesdo de S. mutans a superficie dentaria
identificaram que a aglutinina salivar presente na saliva atua como receptor do antigeno I/11
(Ag I/11) de S. mutans, e, portanto, medeia a ligagdo entre esse antigeno e a pelicula adquirida
(LEE et al., 1989; CARLEN, 1995; YOUNSON & KELLY, 2004). Evidéncias de que Ag I/

facilita a adesdo bacteriana tém sido obtidas por estudos com linhagens de S. mutans
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deficientes desse antigeno, que demonstraram diminuicdo na adesdo sobre a superficie de
hidroxiapatita. Este mediador compreende a glicoproteina 440 kDa e componentes de baixo
peso molecular (YOUNSON et al., 2004). Agregados entre a glicoproteina 440 kDa de S.
mutans também podem exercer papel na defesa humana, uma vez que podem ser eliminados,
por exemplo, pela degluticdo. Por outro lado, em condigdes favoraveis de crescimento, esses
agregados podem aderir as superficies dos dentes, iniciando a formagéo do biofilme dental.

Estudo realizado por Kelly et al. (1999) identificaram os residuos 1025-1044 na regido
C-terminal de Ag I/ll como o epitopo de adesdo desse antigeno. Nesse estudo, foi
demonstrado que o peptideo sintético (P1025) correspondente a esses residuos pode inibir a
ligagdo in vitro entre a adesina de S. mutans e a aglutinina salivar. Em estudos in vivo,
observou-se que o peptideo P1025 reduziu também a recolonizacdo de S. mutans (KELLY et
al., 1999). Outro estudo realizado por Li et al. (2009) demonstraram, in vitro, que dentifricio
contendo peptideo P1025 diminuiu a aderéncia de S. mutans a superficie de hidroxiapatita
coberta por saliva. Adicionalmente, um estudo clinico comprovou que o efeito do dentifricio
contendo o peptideo diminuiu o indice de biofilme dental apos 1 més de tratamento.

Embora a etiologia da doenca carie seja multifatorial, a maioria dos seus fatores
causadores € controlavel, como a dieta, habitos de higiene bucal, entre outros. Entretanto, a
susceptibilidade do hospedeiro ao desenvolvimento da doenca, representada pelas respostas
imaturas ou deficientes do sistema imune, considerando principalmente as criangas, poderia
ser contornada utilizando-se peptideos antimicrobianos como medida terapéutica direta para a
reducdo da microbiota cariogénica, minimizando a possibilidade de resisténcia bacteriana, por
seu carater natural ou ainda como medida indireta, modulando a resposta imunoldgica, que
favoreceria o melhor desempenho do organismo contra os patégenos. Apesar de todas as
vantagens que 0s peptideos antimicrobianos demonstram, existem algumas limitaces para o
seu uso terapéutico. Uma limitacdo da maioria dos peptideos, em condic¢des nao fisioldgicas, €
que sua atividade antimicrobiana é significantemente reduzida em fluidos biol6gicos como o
plasma, saliva ou soro. Assim, altas concentracdes seriam necessarias para manter sua acéo, o
gue aumentaria sua toxicidade. Aliando essa desvantagem ao fato dos peptideos apresentarem
uma rapida excrecdo por via renal, é dificil ou impossivel administra-los rotineiramente por
via oral ou parenteral. (BATONI et al., 2011).

A eficacia dos agentes antimicrobianos no tratamento de infeccOes orais ndo esta
unicamente relacionada com a atividade antimicrobiana in vitro. Para ser adequadamente
eficaz, é necessario conseguir um suprimento adequado do farmaco por um periodo

prolongado. No entanto, as formulagdes topicas normalmente utilizadas (enxaguatorios,
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pulverizacdes, géis e pastilhas) sdo frequentemente caracterizadas por um tempo de retencdo
de farmaco limitado na cavidade bucal e tendem a ser rapidamente deslocadas, diluidas ou
removidas, o que pode alterar a eficacia do medicamento. Dessa maneira, sdo necessarias
numerosas e repetidas administracdes dos medicamentos para atingir e manter niveis eficazes
do farmaco (GAJDZIOK et al., 2010; LOFTSSON et al., 1999).

Os lipossomas, os cristais liquidos, as microemulsdes e as nanoparticulas representam
uma estratégia interessante para a administracdo local de peptideos (na cavidade bucal),
porque estes sistemas podem promover liberacdo controlada de farmacos, protegerem o0s
principios ativos da degradacdo térmica ou fotodegradacdo, além de aumentarem a eficacia
dos farmacos (GUTERRES, ALVES & POHLMANN, 2007; KANG, CHO & YOO, 2009). O
sistema de cristais liquidos ou liquido-cristalinos (SLC) tem recebido consideravel atencéo
devido ao seu excelente potencial como veiculos de farmacos. Entre estes sistemas, as
mesofases reversas cubicas e hexagonais sdo as mais importantes e tém sido amplamente
investigadas quanto a sua capacidade de manter a liberagdo de uma gama de bioativos a partir
de farmacos de baixo peso molecular para proteinas, peptideos e acidos nucleicos (GUO et al.,
2010).

Os SLC apresentam propriedades tanto de sélidos quanto de liquidos. Possuem ordem
estrutural, rigidez e ligacGes definidas como os sélidos e mobilidade, regies desordenadas e
fluidas como os liquidos (CHORILLLI, et al., 2009). Em se tratando da aplicacdo bucal de
peptideos, uma estratégia interessante a ser adotada é a utilizacdo de polimeros mucoadesivos
nas formulacdes. O termo mucoadesivo € comumente usado para substancias que se ligam a
camada de mucina das membranas bioldgicas, sendo essenciais para permanéncia intima e
prolongada da formulacéo no local de acdo (PATEL, LIU & BROWN, 2011). Os polimeros
mucoadesivos podem ser empregados objetivando manter uma alta concentracdo do peptideo
no local de acdo por um longo periodo, além de protegé-lo da degradacdo ambiental, pelo fato
de terem grande afinidade pela mucosa bucal (VEUILLEZ et al., 2005). Também, eles podem
competir com enzimas proteoliticas, 0 que é muito importante para farmacos propensos a
degradacdo enzimatica, como farmacos peptidicos (SALAMAT-MILLER, CHITTCHANG &
JOHNSTON, 2005). Na literatura, poucos sdo os trabalhos que avaliaram os sistemas de
liberacdo controlada contendo fragmentos de peptideos visando a prevencdo da carie dentéaria
(BERNEGOSSI et al., 2015). Calixto et al. (2016) avaliaram um sistema liquido cristalino
desenvolvido a partir de polyoxypropylene-(5)-polyoxyethylene-(20)-cetyl alcohol (PPCA),
6leo de melaleuca (tea tree oil — TTO) e policarbophil contendo P1025 e observaram boas

propriedades reologicas e capacidade mucoadesiva, porém a acdo antimicrobiana de P1025
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contida no sistema ndo foi avaliada. Assim, 0s objetivos deste estudo foram desenvolver e
caracterizar sistemas de liberagdo nanoestruturados para a incorporagdo dos fragmentos
peptidicos D1-23 ou P1025 e avaliar sua atividade contra biofilme de S. mutans e

citotoxicidade.
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