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RESUMO 

O desenvolvimento de terapias eficazes para o controle de biofilme oral é um 
desafio. Agentes tópicos usados para tratar e/ou prevenir doenças orais causadas 
por biofilme, geralmente, não são mantidos na boca por um período suficiente para 
que os mesmos possam exercer seu potencial terapêutico máximo. Assim, foram 
desenvolvidas nanopartículas carreadoras (NPC) de fármaco que se aderem à 
hidroxiapatita, à película salivar e aos exopolissacarídeos. As NPC possuem 
elementos pH sensíveis para a liberação controlada de fármacos em nichos acídicos 
de biofilmes patogênicos. O tt-farnesol e miricetina podem ser carreados e liberados 
com sucesso pelas NPC, diminuindo a biomassa de biofilme de Streptococcus 
mutans. O composto 1771 é um novo fármaco para o controle da síntese de ácidos 
lipoteicóicos - estruturas da parede celular de espécies Gram-positivas - 
responsáveis por co-agregação microbiana. O biofilme de S. mutans e Candida 
albicans é extremamente patogênico levando ao desenvolvimento de lesões 
cariosas severas em um curto período in vivo. Portanto, o objetivo foi investigar se o 
composto 1771 consegue ser carreado pela NPC e também o tratamento contendo a 
associação dos três fármacos (NPC-farnesol-miricetina-1771) consegue prevenir a 
formação do biofilme cariogênico mono-espécie formado por S. mutans com 
superfície tratada desde o início da formação (regime de prevenção) e multi-espécie 
formado por S. mutans e C. albicans sob o regime de prevenção e o biofilme tratado 
posteriormente a sua formação sobre a superfície (regime de controle) in vitro. 
Assim, foi necessário sintetizar uma nanopartícula e conferir sua interação com o 
composto 1771 e caracterizá-la, testando, posteriormente as soluções contra 
biofilmes cariogênicos. Os testes de caracterização da nanopartícula e da 
associação da nanopartícula com 1771 incluíram tamanho, carga (potencial zeta), 
absorbância, fluorescência, cromatografia de permeação em gel e ressonância 
magnética nuclear. O polímero criado foi formado por dois blocos sendo o bloco 1 
(corona) responsável aderir aos exopolissacarídeos e película salivar por ser 
catiônica e carrear os fármacos: miricetina e composto 1771.  O bloco 2 (core) é 
responsável por carrear fármacos insolúveis como o tt-farnesol, além de ser sensível 
ao pH, liberando-os principalmente com a queda do pH. Os testes de absorbância e 
fluorescência confirmaram a forte interação entre NPC com o composto 1771. Os 
demais testes caracterizaram a carga de superfície da NPC e tamanho de +23 mV e 
48,3 d.nm para +32 mV e 48,3 para 75 d.nm pré/pós adição dos fármacos, 
respectivamente. Os testes microbiológicos foram: concentração antimicrobiana 
mínima usando culturas planctônicas e foram preparados dois regimes de 
tratamentos utilizando biofilmes formados sobre discos de hidroxiapatita com 
película salivar. Foi acompanhado o pH do meio de cultura, biomassa dos biofilmes 
e população. Foram realizadas microscopias confocal e eletrônica de varredura para 
caracterizar a estrutura tridimensional dos biofilmes. Menores concentrações dos 
fármacos carreados inibiram o crescimento bacteriano planctônico, mas não inibiram 
o crescimento do fungo e a NPC vazia não afetou ambos os microrganismos. A 
associação dos fármacos carreados previne a formação de biofilmes ao inibir a 



 

queda do pH, crescimento da população microbiana e a produção de matriz 
extracelular, consequentemente, a biomassa. Ocorreu melhor eficácia nos 
tratamentos NPC-farnesol-1771 e NPC-farnesol-miricetina-1771 no regime de 
prevenção, mas não controlou no regime de tratamento. Portanto, a associação dos 
fármacos, especialmente tt-farnesol e composto 1771 associados ao sistema de 
carreamento preveniu a formação de biofilme multi-espécie sobre a superfície de 
hidroxiapatita. 
 
Palavras – chave: Biofilme. Nanopartículas. Microbiologia. Streptococcus mutans. 
Candida albicans. 
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ABSTRACT 
 
The development of effective therapies for the control of oral biofilm is a challenge. 
Topical agents used to treat and/or prevent oral diseases caused by biofilms, 
generally, are not maintained in the mouth for a sufficient time to they exercise their 
maximum therapeutic potential. Thus, nanoparticle carries (NPC) have been 
developed to adhere on hydroxyapatite, pellicle, and exopolysaccharides. NPCs has 
pH sensitive elements for releasing drugs controlled at acidic niches of pathogenic 
biofilms. The tt-farnesol and myricetin can be successfully carried and released by 
NPCs, decreasing biomass of Streptococcus mutans biofilm. Compound 1771 is a 
new drug for controlling the synthesis of lipoteichoic acids - cell wall protein from 
Gram-positive bacteria - responsible for microbial co-aggregation. The biofilm of S. 
mutans and Candida albicans is extremely pathogenic, leading to the development of 
severe carious lesions in a short period in vivo. Therefore, the objective were 
investigate whether the compound 1771 can be carried by NPC and also the 
treatment containing the association of the three drugs (NPC-farnesol-myricetin-
1771) can prevent mono-species biofilm formed by S. mutans with surface treated 
since the beginning of formation (prevention regimen) and multi-species formed by S. 
mutans and C. albicans under prevention regimen and control regimen (the biofilm 
was treated after stablished on the surface) in vitro. Thus, it was necessary to 
synthesize a nanoparticle and check the interaction with compound 1771 and 
characterize it, later testing the solutions against cariogenic biofilms. The tests for 
NPC-1771 characterization included size, zeta potential, absorbance, fluorescence, 
gel permeation chromatography and nuclear magnetic resonance. The polymer 
created was formed by two blocks, block 1 (corona) being responsible for adhering to 
exopolysaccharides and pellicle for being cationic nanoparticle and carrying the 
drugs: myricetin and compound 1771; and block 2 (core) is responsible for carrying 
insoluble drugs such as tt-farnesol, in addition to being pH sensitive, releasing them 
mainly as the pH drops. Absorbance and fluorescence tests confirmed the strong 
interaction between NPC and compound 1771. The other tests characterized the 
NPC's zeta-potential and size from +23 mV to 32 mV and from 48.3 to 75 d.nm 
pre/post drug association, respectively. The microbiological tests were made using 
minimum antimicrobial concentration using planktonic cultures. Two treatment 
regimens were prepared using biofilms formed on hydroxyapatite discs with pellicle. 
The pH of the culture medium, biomass of biofilms and population was monitored. 
Confocal and scanning electron microscopes were performed to characterize the 
three-dimensional structure. Lower concentrations of the drugs carried inhibited the 
planktonic bacterial growth but did not inhibit the fungus growth and the NPC free did 
not affect both microorganisms. The association of the drugs carried prevents the 
formation of biofilms by inhibiting the pH drop, microbial population and the 
production of extracellular matrix, consequently, biomass. The best efficacy occurred 
in the treatments NPC-farnesol-1771 and NPC-farnesol-myricetin-1771 in the 
prevention regimen. No treatments control biofilm formation in the control regimen. 



 

Therefore, the association of drugs, especially tt-farnesol and compound 1771 
associated to NPC prevented the biofilm formation on hydroxyapatite surface. 
 
 
Keywords:  Biofilm. Nanoparticle. Microbiology. Streptococcus mutans. Candida 
albicans. 
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1 INTRODUÇÃO 

Muitas doenças infecciosas em humanos são causadas por biofilmes 

virulentos, incluindo aquelas que ocorrem na boca, por exemplo: cárie, doenças 

periodontais e a candidíase oral1,2. A cárie dental é um problema de saúde pública 

mundial2 e é caracterizada inicialmente pela desmineralização do esmalte por ácidos 

produzidos por microrganismos em biofilmes. Esta doença em humanos de todas as 

idades é uma das principais causas de visitas aos centros de emergência, bem 

como uma das maiores causas para ausência ao trabalho e à escola. O tratamento 

dessa doença é oneroso. Novas estratégias são necessárias, sendo a prevenção o 

melhor caminho a se seguir. 

A construção de biofilme patogênico (e.g., cariogênico) é um processo 

dinâmico que depende do desenvolvimento de uma matriz extracelular rica em 

exopolissacarídeos de origem microbiana3-5. Na comunidade microbiana oral, 

Streptococcus mutans não é sempre a espécie predominante, mas está associada 

aos biofilmes cariogêncios6-8. Esta bactéria, além de produzir ácidos e ser tolerante 

aos mesmos, coordena a construção de biofilme quando sacarose e amido estão 

disponíveis na dieta, produzindo suas exoenzimas chamadas de glicosiltransferases 

(Gtfs). Estas enzimas também estão presentes na película salivar (i.e., película 

adquirida) e nas superfícies microbianas, sendo responsáveis pela produção dos 

exopolissacarídeos in situ, o mais abundante componente da matriz extracelular4,9,10. 

Os exopolissacarídeos sintetizados in situ permitem a adesão e acúmulo dos 

microrganismos nos dentes. Com o passar do tempo, estes polissacarídeos ajudam 

a construir a matriz tridimensional que envolve e protege as células, formando um 

ambiente altamente coesivo com difusão limitada. A GtfB e a GtfC produzem 

exopolissacarídeos do tipo α-1-3-glucanos, os quais são insolúveis em água e dão 

uma característica densa e impermeável à matriz extracelular dificultando o 

tamponamento promovido pela saliva (i.e., neutralização dos ácidos no biofilme) e a 

ação de antimicrobianos de ação tópica5. No entanto, a GtfC também produz 

exopolissacarídeos (glucano) solúvel em água e a GtfD sintetiza apenas 

exopolissacarídeos (glucano) solúvel; os glucanos solúveis possuem ligações 

glicosídicas do tipo α-1,6-4,5. S. mutans também produz frutanos (exopolissacarídeos 

solúveis) via enzima Ftf, mas em menor quantidade. Esses exopolissacarídeos 
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também são importantes para a coesão do biofilme e servem como reserva de 

energia extracelular5. 

Além de S. mutans, o fungo Candida albicans também tem sido encontrado 

frequentemente em números elevados em biofilmes, principalmente em lesões de 

cárie de rápida progressão11-14. Esta espécie de fungo além de produzir ácidos, 

também sobrevive em ambientes ácidos, o que pode contribuir para a 

cariogenicidade do biofilme. C. albicans estimula a produção de Gtfs sintetizadas por 

S. mutans e dá suporte para a adesão em sua parede celular, principalmente na 

forma de pseudo-hifas ou hifas15. Este biofilme multi-espécie patogênico é associado 

ao desenvolvimento de lesões cariosas severas16 e também mimetiza biofilmes 

encontrados em próteses acrílicas17,18. Ainda, C. albicans produz β-glucanos via 

várias glucosisltransferases (esses β-glucanos são polissacarídeos na parede 

celular e exopolissacarídeos na matriz), principalmente com ligações β-1,3 e β-

1,619,20. Os β-glucanos podem ligar com fluconazol e anfotericina B, prevenindo a 

penetração desses fármacos antifúngicos para o interior dos biofilmes20-24. 

As modalidades terapêuticas contemporâneas para o controle/modulação da 

formação do biofilme são limitadas. Digluconato de clorexidina 0,12% é um agente 

catiônico e antimicrobiano de amplo espectro que suprime os níveis de 

estreptococos do grupo mutans na saliva, mas não é adequado para uso preventivo 

e/ou terapêutico diário25. Exopolissacarídeos da matriz extracelular do biofilme com 

carga negativa (devido à presença de ácidos nucleicos e ácidos lipoteicóico) afetam 

a penetração e a atividade antimicrobiana de clorexidina no interior dos 

biofilmes26,27. Sobretudo, outra substância padrão ouro para prevenção da cárie é o 

flúor, entretanto oferece proteção incompleta contra a doença28. O flúor está 

envolvido principalmente no processo de remineralização e afeta levemente o 

metabolismo bacteriano, acidificando o citoplasma dos microrganismos residentes 

nos biofilmes inibindo a ação de enzimas responsáveis pela glicólise, ou seja, 

reduzindo a produção de ácido29. Portanto, novos agentes anti-biofilme têm sido 

amplamente pesquisados para encontrar uma solução que reduza a produção de 

matriz extracelular, buscando atraso ou controle da formação de biofilme. 

Dentre os novos agentes anti-biofilme, três deles têm se destacando para o 

controle na formação dos biofilmes: o terpenóide tt-farnesol, o flavonóide miricetina e 

uma pequena molécula sintética denominada composto 1771. O tt-farnesol tem 
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como alvo a membrana citoplasmática, diminuindo a tolerância ao ácido 

(aciduricidade) de S. mutans pela redução na expressão do gene atpD que codifica 

um componente da bomba de prótons F-ATPase30-33. Esse terpenóide também é 

produzido como uma molécula de quorum sensing produzida por C. albicans em 

baixíssimas concentrações34. Quorum sensing é um mecanismo de envio de sinais 

entre células afim de regular ecologicamente o microambiente, resumidamente, é 

uma forma de comunicação entre as células podendo controlar a expressão de 

genes que controlam a morfologia, formação de biofilme e outros fatores de 

virulência35,36. 

A miricetina é um inibidor eficaz da produção de exopolissacarídeos porque 

reduz a expressão dos genes gtfBC que codificam Gtfs e inibe a atividade dessas 

exoenzimas37-39. Em modelo animal de cárie induzida pela colonização de S. 

mutans, o tratamento tópico com uma combinação de tt-farnesol e miricetina e flúor 

reduziu a incidência e severidade de lesões de cárie sem afetar a microbiota 

comensal38. Entretanto, esta combinação foi menos eficaz quando testada na 

prevenção de biofilmes v S. mutans e C. albicans in vitro40.  

O composto 1771 inibe a síntese de ácidos lipoteicóicos (componente da 

parede celular de bactérias Gram-positivas), estrutura responsável pela adesão 

entre os microrganismos; etapa essencial para formação de biofilmes41,42. Esse 

composto, combinado com miricetina e flúor afeta a estruturação tridimensional de 

biofilmes de S. mutans in vitro e inibe o acúmulo de biofilme ao afetar a quantidade 

de ácidos lipoteicóicos (redução de 20%), dificultando a coagregação (reduzindo a 

população final do biofilme), reduzindo a produção de componentes da matriz (>74% 

dos exopolissacarídeos solúveis e insolúveis) e a microarquitetura 3D do biofilme 

comparados com o veículo43. Portanto, esses agentes têm alvos diferentes e uma 

estratégia combinada poderia ser uma abordagem para reduzir a virulência do 

biofilme31,38. 

O desenvolvimento de novas terapias contra doenças causadas por biofilmes 

orais é um desafio, pois (1) falta de retenção de agentes exógenos introduzidos via 

regimes de tratamento padrão (i.e., aplicação tópica com exposições breves), (2) a 

eliminação rápida via fluxo salivar ou fricção com alimentos e músculos, e (3) a 

complexidade da construção do biofilme (fixação ou ação local destes agentes no 

interior da matriz). Agentes tópicos precisam ser retidos ou ter efeito prolongado sem 
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exibir atividade biocida de amplo espectro para prevenir a disrupção da microbiota 

oral complexa (comensal), trazidas com o seu uso contínuo. Concomitantemente, os 

agentes não podem formar complexos com as proteínas salivares que facilitam a 

eliminação rápida desses agentes. 

Nanopartículas carreadoras de fármacos ou NPCs formadas por polímeros 

têm o potencial de enfrentar tais desafios na cavidade oral sem causarem efeitos 

colaterais, como demonstrado em estudos clínicos de terapia anticâncer44,45. 

Nanopartículas são solúveis em soluções aquosas e permitem o ajuste preciso de 

sua composição química, tamanho, carga superficial e outras propriedades como 

reter e liberar fármacos no local desejado46-48. O conhecimento sobre a formação do 

biofilme e as mudanças que ocorrem dentro do mesmo (e.g., criação de nichos 

acídicos por causa da matriz extracelular rica em exopolissacarídeos) oferece a 

oportunidade de utilizar intervenção terapêutica baseada em nanomedicina.  

Foi demonstrado que NPCs catiônicas aderem-se avidamente às superfícies 

de hidroxiapatita, película salivar (i.e., película adquirida) e matriz exopolissacarídica 

do biofilme49. Estas podem ser manipuladas para carrear agentes e mantê-los no 

local de formação de biofilme, instalando-se em tais superfícies liberando os 

fármacos somente no local e tempo ideal, pois são sensíveis ao pH, realizando a 

liberação do fármaco quando for necessário49,50. Essa abordagem terapêutica 

diminuiu a biomassa de biofilme in vitro de S. mutans e reduziu significativamente o 

número e a severidade de lesões de cárie em um modelo animal, após aplicação 

tópica de NPC-tt-farnesol49. Entretanto, o efeito da estratégia NPC-tt-farnesol contra 

biofilmes multi-espécie formado por S. mutans e C. albicans foi reduzido, não 

prevenindo a formação do biofilme sobre discos de hidroxiapatita e não controlando 

fatores como a população microbiana, pH do meio de cultura e a matriz insolúvel de 

exopolissacarídeos51. 

O tt-farnesol e miricetina foram testados e interagem bem com esse sistema 

de carreamento de fármacos, afetando o desenvolvimento de biofilme de S. mutans 

in vitro52,33. Entretanto, o composto 1771 não foi testado com as NPCs. Este sistema 

contendo NP-tt-farnesol-miricetina e NP-tt-farnesol-miricetina-1771 não foram 

testados contra biofilmes multi-espécie formado por S. mutans e C. albicans. Isso se 

faz necessário porque a presença do fungo aumenta a dificuldade de controlar o 

crescimento do biofilme utilizando os tratamentos tópicos com os fármacos livres, 
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associação testada foi de tt-farnesol-miricetina-flúor e não houve redução de 

nenhum fator de virulência40 e na associação de NP-tt-farnesol51. 
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7 CONCLUSÃO 

Previne-se a formação de biofilmes cariogênicos mono-espécie formado por 

S. mutans e multi-espécie formado por S. mutans e C. albicans sobre a superfície de 

hidroxiapatita pela ação do sistema de liberação de fármacos controlado por pH nas 

associações: NPC-far-1771 e NPC-far-myr-1771. Especificamente, 

1. Sintetizou-se nanopartícula carreadora NP52-1 (NPC) capaz de interagir 

com os três compostos distintos em sua estrutura, sendo eles: tt-farnesol, 

miricetina e composto 1771. 

2. Preveniu-se diversos fatores de virulência de biofilmes cariogênicos (pH 

do meio de cultura, população microbiana e biomassa) mono e multi-

espécie com as formulações NPC-far-1771 e NPC-far-myr-1771 no regime 

de prevenção utilizando apenas 4 tratamentos tópicos por 1,5 minutos. 

Nenhum dos tratamentos propostos controlou o biofilme depois de pré-

formados na superfície no regime tratamento (2 tratamentos tópicos por 

1,5 minutos). 
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