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RESUMO

Introducdo: A quitosana é um biopolimero que apresenta, dentre outras
propriedades bioldgicas, atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos.
Porém a literatura ainda € escassa quanto a sua agado antibacteriana em biofilme
de Streptococcus mutans quando do uso clinico da solugdo de nanoparticulas de
quitosana. Objetivo: Sintetizar e caracterizar solucbes de nanoparticulas de
quitosana (ChNP) em diferentes concentragbes (0,95 mg/mL, 1,9 mg/mL e
3,8mg/mL) e avaliar seu efeito antibacteriano in vitro na aderéncia, formacéo e
reducdo de biofilme de S. mutans. Metodologia: Foram realizadas a sintese pela
geleificacdo ibnica e a caracterizacdo das nanoparticulas de quitosana através de
espectroscopia de absorcdo na regidao do infravermelho (FTIR) e microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET). Depois, foi realizado teste do halo de inibicéo e
a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) contra S. mutans. Para analise do efeito antibacteriano
da ChNP foram feitos os seguintes ensaios com as concentra¢cdes da solugéao na
CIM, CIMx2 e CIMx4: Aderéncia inicial: meio com inéculo de S.mutans em contato
de 2h com as solucdes, incubacdo por 48h e leitura da placa; Formacéo de
Biofilme : Apés formagéo de biofilme de S. mutans (2h), contato de 60 s com as
solugdes, incubagédo por 48h e leitura da placa; Biofilme maduro: Para esse
ensaio, foram divididos 4 grupos: G1l:Formag&o de biofilme maduro, um contato
de 60s com as solu¢cdes em 24h e leitura da placa; G2:um contato de 60s, a cada
24h, por 48h e leitura da placa;G3: contato direto com as solucfes por 24h;G4:
contato direto com as solugdes por 48h. Os testes foram conduzidos em triplicata.
Foi utilizada a solucéo de digluconato de clorexidina 0,12% como controle positivo
e solucdo salina como controle negativo. Os dados foram analisados
descritivamente e pelos testes de One-way ANOVA e Tukey (a=0,05).
Resultados: Os resultados do FTIR e MET mostraram a formacédo de
nanoparticulas de quitosana com tamanho médio de 50 nm e apresentando
formato arredondado. Foi encontrada CIM e CBM na concentracao de 475 pg/mL.
Houve inibicdo de crescimento bacteriano de cerca de 40% na aderéncia inicial
nas trés concentracdes e de 11% na formacao de biofilme apds um banho de 60s
com a solugcdo na CIMx4. Ja no biofilme maduro, a porcentagem de inibicdo da
ChNP na CIMx2 e CIMx4 passou de 5-7%, quando realizado um contato de 60s
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em 24h, para 8-13%, quando realizado um contato de 60s a cada 24h por 48h e
quando colocados em contato direto por 24 e 48h, as trés concentracdes
apresentaram reducao de 90 a 100% de inibicdo de S. mutans similar a solugéo
de clorexidina 0,12%. Conclusdo: As ChNP na CIM, CIMx2 e CIMx4
apresentaram atividade bactericida contra biofiime de S. mutans quando em
contato continuo com o0 micro-organismo, permanecendo ativa por 48h. Porém,
quando utilizada para bochecho diario de 60s houve minima atividade

bacteriostatica das solu¢des no biofilme.

Descritores: Nanoparticulas, Quitosana, Streptococcus mutans, Biofilme.
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ABSTRACT

Introduction: Chitosan is a polymer that has, among other biological properties,
antimicrobial activity against bacteria and fungi. However, the literature is still
scarce concerning the clinical use of chitosan nanoparticles solution as an
antibacterial agent against Streptococcus mutans biofilm. Objective: To
synthesize and characterize chitosan nanoparticles solutions (ChNP) at different
concentrations (0.95 mg / mL, 1.9 mg / mL and 3.8mg / mL) and evaluate their in
vitro antibacterial effect on adhesion formation and reduction of S. mutans biofilm.
Methodology: We performed the synthesis by ionic gelation and characterization
of chitosan nanoparticles by absorption spectroscopy in the infrared (FTIR) and
transmission electron microscopy (TEM). Then it was conducted the inhibition
zone test and the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) against S. mutans. To analyze the
antibacterial effects of ChNP, the following tests were made with the solutions
concentrations in CIM, CIMx2 and CIMx4: Initial adherence: Medium with S.
mutans inoculum in contact 2h with the solutions, incubation for 48 hours and
plate reader; Biofilm formation: After biofilm formation of S. mutans (2h), contact
60s with the solutions, incubation for 48 hours and plate reader; Mature biofilm:
For this test, it was divided 4 groups: G1: mature biofilm formation, contact 60s
with the solutions in 24h and plate reader; G2: a contact 60s, every 24 hours ,for
48 hours and plate reader; G3: direct contact with the solutions for 24 hours; G4
direct contact with the solutions for 48 hours. Tests were conducted in triplicate. It
was used 0.12% chlorhexidine digluconate solution as positive control and saline
as negative control. Data were analyzed descriptively and by One-way ANOVA
and Tukey tests (a = 0.05). Results: The results of the FTIR and TEM showed the
formation of chitosan nanoparticles with an average size of 50 nm and with a
rounded shape. MIC and MBC were found at a concentration of 475 mg / mL.
There was growth inhibition of about 40% in the adherence in the three different
concentrations and 11% in the biofilm formation after a 60s bath with the solution
in CIMx4. In the mature biofilm, the percentage of inhibition of ChNP in CIMx2 and
CIMx4 were from 5-7% when performed a 60s contact in 24h to 8-13% when
performed a 60s contact every 24 h for 48 h and when placed in direct contact for
24 and 48 hours, the three concentrations inhibited from 90 to 100% the growth of



S. mutans, a similar effect of chlorhexidine 0,12%. Conclusion: ChNP in CIM,
CIMx2 and CIMx4 showed bactericidal activity against S. mutans biofilm when in
continuous contact with the microorganism, remaining active for 48 hours. But
when used for everyday 60s mouthwash there was minimal bacteriostatic activity

of the solutions in the biofilm.

Keywords: Nanoparticles, Chitosan, Streptococcus mutans, Biofilm
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1. INTRODUCAO
O biofilme formado sobre a estrutura dentaria é associado com O

desenvolvimento das doencas bucais como carie, gengivite e periodontite
(MARSH, 2010). Streptococcus mutans (S.mutans) é um micro-organismo chave
que contribui para o desenvolvimento da cérie, apesar de ndo ser um colonizador
primario, tem um papel reconhecido na iniciacdo da carie dentaria (COSTA et
al.,2013). Além disso, sua capacidade de utilizar a sacarose da dieta para
produzir exopolissacarideos favorece a adeséo de outras bactérias (colonizadoras
secundarias) tornando S. mutans um dos principais contribuintes para a formacao
do biofilme (KOO et al.,2010; COSTA et al.,2013).

O controle mecéanico do biofilme dentario por meio da frequente e adequada
escovacdo é um dos principais mecanismos para prevencao da doenca carie
(MARSH, 2010). Em casos de dificuldade de higienizacdo e de manutencao da
motivacdo dos individuos para a adequada limpeza dos dentes, a utilizacdo de
agentes quimicos em solucdes pode ser um coadjuvante ao método mecanico
para controle dos micro-organismos (MARSH, 2010). Entre os compostos ativos
mais utilizados como agentes quimicos esta a clorexidina, porém seu uso diario
apresenta efeitos colaterais indesejaveis como manchas nos dentes e na lingua,
perda do paladar e sensacdo de queimacdo na mucosa oral
(MARINHO;ARAUJO,2007). Além disso, o uso amplo e sem restricdo dos agentes
quimicos pode levar a efeitos secundarios e de resisténcia microbiana (GAGARI E
KABANI, 1995).

Assim, produtos alternativos naturais ou contendo biopolimeros tém sido
desenvolvidos, principalmente devido suas propriedades antimicrobianas e de
biocompatibilidade (COSTA et al., 2014). O principal objetivo do desenvolvimento
de bioprodutos com atividade antimicrobiana € que 0S mesmos possam se
difundir no interior do biofilme (CHAVEZ DE PAZ et al., 2011). Devido a este fato,
produtos em nanoescala, como as nanoparticulas, ndo apenas podem ser usadas
como carregadores biolégicos dentro do biofilme, mas permitem continua e
controlada liberacdo do agente terapéutico, mantendo-o em niveis desejados no
local (AYDIN E PULAT, 2012), possuindo grande aplicagdao na odontologia. A

quitosana € um dos biopolimeros de escolha para preparacdo de nanoparticulas
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devido as suas propriedades de biodegradagdo, auséncia de toxicidade,
biocompatibilidade e atividade antimicrobiana (KONG, 2010, ING et al., 2012).

A atividade antimicrobiana de solu¢des de quitosana contra S. mutans ja foi
relatada na literatura (BUSSCHER et al., 2008; NEILANDS et al., 2011; COSTA et
al., 2013; COSTA et al., 2014). Estudos de inibicdo da aderéncia inicial de S.
mutans, quando em contato por 1 a 2 min com a solucdo de quitosana, mostraram
um efeito bacteriostatico da quitosana, reduzindo o nimero e a viabilidade de
micro-organismos (BUSSCHER et al., 2008; COSTA et al., 2013). Com relacao ao
efeito da solucdo de quitosana na inibicdo da formacdo do biofime e na
desagregacao do biofilme maduro de S. mutans, a quitosana, nas concentracées
de 1 e 2 mg/mL, foi capaz de reduzir cerca de 80-90% do numero de micro-
organismos (COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2014). Entretanto, o tempo de
contato da solucdo de quitosana com o biofilme foi continuo variando de 48 a 198
h (COSTA et al.,, 2013; COSTA et al., 2014), ndo sendo avaliado um tempo de
contato da substancia com o0s micro-organismos que simulasse o tempo de
bochecho de um enxaguatério na cavidade bucal, o qual pode variar de 1 a 2 min.
Além disso, estes estudos foram conduzidos com solugbes de quitosana. Poucos
estudos avaliaram o efeito inibitério da solucdo de nanoparticulas de quitosana na
formacdo do biofilme e biofilme maduro de S. mutans (CHAVEZ DE PAZ et al.,
2011), sendo que o tempo de contato da solugdo com 0S micro-organismos
também foi continuo e superior ao do bochecho na cavidade bucal.

Diante disso, o objetivo desse estudo foi sintetizar e caracterizar uma solucao
de nanoparticulas de quitosana, como também avaliar seu efeito na inibicdo da
aderéncia, na formacao e na reducédo do biofiime maduro de S. mutans, utilizando
tempo de contato especifico da solucdo com o biofilme que simule o uso clinico

da solugéo.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Quitosana

Biopolimeros séo vistos com grande interesse pela comunidade académica
em funcé@o de serem obtidos a partir de fontes renovaveis de energia. A quitina é
um biopolimero linear de unidades de N-acetilglicosamina ligadas por unido
glicosidicas 3-(1-4) presente nos exoesqueletos da maioria dos crustaceos, sendo
considerado o segundo maior biopolimero disponivel na natureza e sua producao
é estimada em 10°-10™ toneladas ao ano (DASH et al., 2011).

Quando o grau de desacetilacdo da quitina atinge cerca de 50%
(dependendo da origem do polimero), ela se torna soluvel em condi¢cdes aquosas
acidas e € chamada de quitosana (RINAUDO, 2006). O processo de
desacetilagdo da quitina ocorre em meio basico com a solugédo de hidroxido de
sédio a 40%, sob a temperatura de 120°C, durante um periodo de 3 horas,
resultando na remocao dos grupos acetil da cadeia de quitina e em grupos amino
livres (NH,) (figura 1). Como a reacdo de desacetilacao da quitina para obtencéo
da quitosana ndo ocorre de forma total (ndo se obtendo um homopolimero
estruturalmente 100% desacetilado), a quitosana é considerada um copolimero
com unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose, as
quais sao unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1-4), com sua estrutura C6
sendo composta de um grupo amino primario e dois grupos hidroxilas livres
(SILVA, 2012) (figura 1). O processo de conversdo de quitina em quitosana deve
ser realizado de forma adequada para garantir a producao de quitosana com alta
qualidade e pureza, livre de contaminantes, como proteinas, endotoxinas e metais
toxicos (COSTA SILVA et al.,2006; SAO PEDRO et al.,2009).
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Figura 1: Representagcéo esquematica da desacetilagéo alcalina da quitina, obtendo-se
quitosana (Adaptado de COELHO et al.,2010).

Apesar de quimicamente semelhantes, quitina e quitosana s&o diferentes
no grau de desacetilacdo, o que modifica suas caracteristicas fisico-quimicas,
bioldgicas, biomédicas, dentre outras. Essa diferenca no grau de desacetilacdo é
facilmente observada na solubilidade, sendo a quitina insolivel em agua e na
maioria dos solventes organicos e a quitosana é soluvel em acidos fracos, como o
acido acético e o acido formico (TAVARES, 2011).

O polimero da quitosana obtido deve ser caracterizado de acordo com o
seu grau de desacetilagdo e massa molar, uma vez que tais caracteristicas
podem influenciar na degradacéo e na hidrélise do polissacarideo (COSTA SILVA
et al.,2006; SAO PEDRO et al.,2009). De acordo com o nivel médio de
desacetilacdo, a quitosana pode ser obtida com as suas propriedades fisico-
quimicas diferenciadas no que se refere aos parametros de solubilidade, pKa e
viscosidade (CARVALHO et al.,2011). Diferentes graus de desacetilacdo
influenciam a conformacdo da molécula de quitosana em solugdo aquosa,
levando a uma variacdo na viscosidade. Um alto grau de desacetilagao leva a
uma expansao da cadeia, pois ocorre repulsdo entre as cargas das moléculas,
aumentando a viscosidade. O contrario acontece quando o grau de desacetilacao
€ baixo, pois diminui a densidade da carga e o polimero fica mais enovelado
(TAVARES, 2011).
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A quitosana € uma base fraca, e seu pKa varia de 6,2 a 7,0, sendo
insolivel em pH neutro e alcalino. Além disso, esse biopolimero forma sais com
acidos organicos e inorganicos, pois 0S grupos amino da quitosana sao
protonados o que resulta em um polissacarideo soluvel carregado positivamente.
Seus sais sdo soluveis em agua dependendo do grau de desacetilacdo e do pH
da solucéo. Se o percentual de desacetilacdo for baixo (< 40%) séo sollveis em
pH 9, enquanto que com alto grau de desacetilagdo (>85%) sé@o soluveis com pH
até 6,5 (HEJAZI; AMIJI,2003). E dificil obter a quitosana com alto grau de
desacetilagdo porque, enquanto 0 processo aumenta, a degradacédo do polimero
também aumenta (COSTA SILVA et al.,2006).

A guitosana pode ser sintetizada em microesferas ou em nanoparticulas. O
desenvolvimento do sistema de nanoparticulas visa a inumeras aplicacfes
terapéuticas, principalmente, para administracdo parenteral ou oral. Na
administrac@o oral visa-se principalmente a diminuicdo de efeitos colaterais, a
protecdo de farmacos degradaveis no trato gastrintestinal e ao aumento da
biodisponibilidade de farmacos. As nanoparticulas se comportam quase como um
fluido, quando dispersadas no ambiente, devido ao seu tamanho diminuto e
elevada energia superficial. Com isso, elas podem facilmente ser adsorvidas no
trato respiratério chegando aos alvéolos. Entretanto, por causa de sua elevada
energia superficial, podem ocorrer aglomeracdes entre as nanoparticulas, o que
aumentaria sua massa e volume (SILVA, 2012).

A maioria dos sistemas avancados de nanoparticulas transportadoras de
drogas é produzida utilizando-se polimeros sintéticos ou naturais ou uma
combinacdo dos dois, sendo a quitosana um dos biopolimeros mais usados na
sintese de nanoparticulas (NEILANDS et al.,2011). Especificamente, as
nanoparticulas de quitosana podem ser formadas pelo processo de geleificacao
ibnica, no qual séo utilizados agentes reticulantes1 a exemplo do tripolifosfato de
sédio (TPP) (figura 2). Particulas obtidas através de complexacdo de
polieletrolitos apresentam caracteristicas de porosidade e de resisténcia mecanica
nem sempre adequadas, sendo necessario algum tipo de modificacdo para
melhorar tais propriedades. Isto pode ser conseguido através do uso de agentes
reticulantes, como o TPP (TAGLIARI, 2012), que tem sido bastante utilizado
porque nao é toxico, tem répida capacidade de geleificagdo e interage

eletrostaticamente com a quitosana cationica (ING et al., 2012).
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Figura 2: Estrutura quimica da molécula de TPP. (www.google.com.br)

A geleificacdo ibnica, também chamada reticulacdo, consiste na formacao
de ligacbes estaveis entre segmentos de cadeias polipeptidicas dentro da
molécula (ligagBes intramoleculares) ou entre cadeias poliméricas vizinhas
(ligacdes intermoleculares) formando uma estrutura em rede tridimensional,
normalmente mais rigida que o material ndo reticulado (SHU; ZHU, 2002). A
reticulacéo fisica (TPP) é a preferida atualmente, pois evita 0 uso de reagentes
toxicos (SHU; ZHU, 2000).

A dissolucdo do TPP em &gua resulta em fons OH", P3010°> e HP3010*. Em
solugdes com pH basico, os ions P3010> € HP300* podem interagir ionicamente
com grupos amino protonados (NHs") da quitosana através de deprotonacio ou
reticulacéo ionica. O ajuste do pH para valores abaixo de 6,0 resulta apenas em
fons P3010”, e as particulas podem ser formadas apenas por reticulagéo ibnica,
ocorrendo um entrelacamento cruzado possibilitando uma aproximacado entre
duas moléculas de quitosana (TAGLIARI, 2012) (Figura 3).

OH
NHy NHy* A 0
'o\ NH,
o-
“0—p=0
/ “o—p=0
(o]
o
0—P==0
“0o—p—0
o]
(e]
o—P=—0
-0—pP=0
-0
He*
N - HiN on N
HO [a} 5} D"[)H
(o] 0 a
CH,0H CHAOM CHOH
n

Figura 3: Representacéo da interacdo entre quitosana e TPP, resultando em nanoparticulas
(Adaptado de COELHO et al., 2010).
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Enquanto a quitina é considerada um polissacarideo abundante e
indesejavel, uma vez que esta relacionada com a contaminacdo ambiental, a
quitosana tem mostrado uma excelente biocompatibilidade, quase nenhuma
toxicidade para seres humanos e animais, alta bioatividade, biodegradabilidade,
reatividade do grupo amino desacetilado, permeabilidade seletiva, atividade
antimicrobiana, capacidade para formar gel e filme, de quelagédo e absorcao
(CARVALHO et al.,2011), propriedades que a torna de grande aplicabilidade nas
diversas areas da ciéncia: meédica, farmacéutica, industrial, téxtil, agricola (KONG
et al.,2010). Uma de suas principais caracteristicas € sua atividade

antimicrobiana, o que vem chamando a aten¢cdo de muitos pesquisadores.

2.2 Atividade antimicrobiana da quitosana contra Streptococcus mutans

Streptococcus mutans é um dos patdégenos primarios responsaveis pela
carie dentaria. Na presenca de acuUcar, principalmente sacarose, produz glucanos
insoliveis em agua que se acumulam na superficie dentaria como um biofilme
gue serve como base para o desenvolvimento de comunidades polimicrobianas
(AHMED et al.,2014), além disso, ha uma progressiva reducédo dos valores de pH
no biofilme dentario causada pelo S. mutans que pode metabolizar os hidratos de
carbono dietéticos rapidamente em produtos finais de acido. Esta acidificacdo do
biofilme contribui para a desmineralizagdo do esmalte do dente durante o
desenvolvimento de carie (NEILANDS et al.,2011). Por esta razdo, o controle do
biofiilme dentario desempenha um papel significativo na prevencdo da céarie.
Procedimentos de limpeza mecanica do dente e o uso de quimioterapicos locais
sdo empregados para esta finalidade. O mais exaustivamente testado e eficaz
agente antimicrobiano utilizado com esse objetivo é a clorexidina, que tem sido
usada por mais de trés décadas (BAE et al.,2006). Embora a clorexidina seja um
excelente antimicrobiano, devido a seus efeitos colaterais ndo é recomendado o
seu uso prolongado. Dentre os efeitos adversos relatados com o uso prolongado
da clorexidina podemos citar a coloracdo dos dentes, descamacéo reversivel da
mucosa, alteracbes do paladar e aumento dos depodsitos calcificados supra
gengivais. Dai a necessidade de serem desenvolvidas substancias tdo efetivas
guanto, mas sem os seus efeitos colaterais (TORRES et al., 2000).

A quitosana exibe atividade antibacteriana contra uma gama de patdégenos
orais (LIU et al.,2004; HELANDER et al.,2001; KONG et al.,2010, sendo
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considerada um bom sistema de liberagdo de farmacos na cavidade bucal, visto
que a sua atividade antibacteriana pode ser devida as interacfes eletrostéticas
entre grupos amino e grupos anibnicos nas paredes celulares das bactérias
provenientes de residuos de &cidos carboxilicos e fosfolipideos
(LARANJEIRA;FAVERE,2009). Um estudo in vitro sugere que a quitosana pode
ter utilidade como um inibidor de desmineralizagdo de esmalte (ARNAUD et
al.,2010). Dentre os micro-organismos que sao afetados por esse biopolimero,
alguns estudos apontam o S. mutans como integrante desse grupo (CHAVEZ DE
PAZ et al., 2011; BUSSCHER et al.,2008; COSTA et al.,2014).

A adesdo de bactérias orais na superficie do dente conduz a formacédo de
biofilme na cavidade bucal. Para Busscher et al. (2008), a quitosana apresenta
claramente efeitos antibacterianos e antiaderentes em relagdo ao S. mutans
através da interacdo entre as cargas positivas do grupo amina da quitosana e a
carga negativa da parede celular da bactéria, resultando em perda de funcao
dessa estrutura da célula bacteriana. Observaram em seus estudos que o numero
e 0 crescimento de S. mutans como também a viabilidade do biofilme foram
significativamente reduzidos em amostras de peliculas salivares tratadas com
quitosana (0,1% em peso molecular numa solugéo aquosa) em relagdo ao grupo
controle, sendo a viabilidade do biofilme das peliculas tratadas com o biopolimero
trés vezes menor do que a do grupo controle.

Costa et al. (2013) afirmam que a quitosana proporciona altos percentuais
de inibicdo de adesdo do S. mutans. A quitosana com alto peso molecular (1 e 2
mg/mL) ndo apresentou diferencas significativas em termos de inibicdo de
aderéncia em relacdo ao tempo de exposicdo (30 e 90 s), chegando a inibir quase
100% do crescimento bacteriano. Por outro lado para quitosana com baixo peso
molecular (2 e 4 mg/mL), houve diferenca estatistica entre 30 e 90 s de tempo de
contato, com este Ultimo apresentando inibicdo significativamente maior,
alcancando valores entre 94 e 99% de inibicdo. Concluiram que a quitosana tem o
potencial para minimizar a colonizacdo da cavidade bucal pelo S. mutans, sendo
gue a quitosana de alto peso molecular mostrou maior eficiéncia do que a de
baixo peso molecular.

O estudo de Hayashi et al.(2007), o qual avaliou a atividade antimicrobiana
da quitosana contra bactérias cariogénicas demonstrou que o alto grau de

desacetilacdo e o baixo peso molecular da quitosana mostraram atividade
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antimicrobiana, porém, ndo ficou claro se ocorreu a inibicdo do crescimento ou a
morte celular. Afirmaram, ainda, que os efeitos da quitosana nos micro-
organismos ndo devem ser simplesmente explicados em termos de propriedades
da parede celular, pois a atividade antimicrobiana da quitosana pode ser
dependente tanto da quitosana como dos micro-organismos utilizados. Costa et
al. (2012) relataram em um estudo que a quitosana apresentou atividade
antimicrobiana contra as bactérias anaerdbicas avaliadas na pesquisa (P.buccae,
T.forsythensis, A.actinomycetemcomitans, S.mutans, P.gingivalis), com baixos
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), que eram de 3,0 mg/mL e 5,0
mg/mL (quitosana de alto e baixo peso molecular respectivamente) para o S
mutans. Concluiram que o biopolimero apresenta uma rapida e eficiente atividade
bactericida.

As variagBes na eficacia bactericida da quitosana resultam de varios
fatores que podem ser classificados em quatro categorias: fatores microbianos,
relacionadas com a espécie do micro-organismo e idade da célula; fatores
intrinsecos da quitosana, como densidade de carga positiva, peso molecular,
concentracdo e capacidade quelante; estado fisico; fatores ambientais,
envolvendo forca ibnica em meio, pH, temperatura e tempo de reacdo (KONG et
al.,2010).

O estudo de Arnaud, et al. (2010) demonstrou que as solucdes de
quitosana (grau de desacetilacdo de 87%) em diferentes concentracdes (1,25
mg/mL, 2,50 mg/mL e 5,00 mg/mL) interferiram no processo de desmineralizagao
do esmalte dentério, inibindo a liberacdo de minerais, de modo que a perda de
minerais foi influenciada pela concentracdo da solucédo e tempo de exposicédo do
biopolimero ao esmalte, sendo os melhores resultados obtidos com 2,50 mg/mL e
5,00 mg/mL e tempos de 60s e 90s de aplicacdo das solu¢cdes. Embora este
estudo nédo tenha avaliado o efeito das solu¢cdes de quitosana contra bactérias na
desmineralizagdo do esmalte, as solu¢gdes de desmineralizacdo e remineralizagao
(ciclagem de pH) foram utilizadas para simular a carie em esmalte.

Chen e Chung (2012) realizaram um estudo in vivo e in vitro no qual
analisaram a utilizacdo da quitosana soluvel em agua (500 pg/mL) como solugéo
para bochechos. No estudo in vivo, os voluntarios realizaram o bochecho com as
solucdes testes e foi feita a contagem das colénias apds 18h de incubagéo. Ja no

estudo in vitro, o contato das solu¢gfes com as bactérias foi feito em laboratorio.
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Relatam que os resultados de seu estudo in vivo e in vitro indicam que o
bochecho com quitosana sollvel em agua foi efetivo em reduzir as bactérias orais
humanas (S.mutans e L.brevis), chegando a uma atividade antibacteriana maxima
de 95,3% em pH 5,0 e de 96,2% em uma temperatura de 37°C contra o S.
mutans. Acrescentam, ainda, que o contato de 5s da solucdo com o micro-
organismo promoveu uma reducdo de 99,78% de crescimento bacteriano,
chegando a 99,99% em 20s de contato, em pH 7,0. Além disso, a concentracao
bactericida minima encontrada para esse micro-organismo foi de 400ug/mL.
Concluiram que seu estudo in vivo foi mais eficiente do que o estudo in vitro, e
justificam afirmando que essa diferenca pode ser devido as diferencas na
estrutura da comunidade bacteriana ou concentracdes celulares bacterianas entre
experimentos in vivo e in vitro.

Chéavez de Paz et al.(2011) afirmam que as preparacdes de nanoparticulas
de quitosana com baixos pesos moleculares mostraram uma alta atividade
antimicrobiana em pH neutro, interferindo de maneira homogénea na integridade
da membrana do S. mutans em variadas profundidades de biofilmes formados
pelo micro-organismo. Acrescentaram que diferentes graus de desacetilacdo nao
pareceram afetar a atividade antimicrobiana da nanoparticula de quitosana, o que,
segundo os autores, seria devido aos grupos amino livres ficarem neutros em pH
7,0. E possivel que as nanoparticulas de baixo peso molecular tenham uma
reducdo no numero de moléculas de TPP disponiveis por molécula, o que pode
ter contribuido para uma maior susceptibilidade a degradacéo do biofilme.

Para Neilands et al (2011), as nanoparticulas de quitosana interferem na
biossintese de acidos graxos ou com a sintese proteica em resposta ao estresse,
dois fatores importantes na inducdo da resposta a tolerancia acida do S. mutans.
Foi mostrado que as nanoparticulas de quitosana ndo parecem ter tido efeito
direto na membrana das células, uma vez que quase todas as células em um pH
5,5 foram viaveis com as membranas integras (94,5%), porém houve viabilidade
celular muito baixa (1,1%) quando exposto a um pH 3,5.

Um agente quimico para ser eficaz deve possuir substantividade, isto &, a
capacidade de retencéo intrabucal, para que tenha tempo de contato suficiente
para agir sobre a microbiota existente e para que mantenha a inibicdo da
formacdo do biofilme por um periodo mais prolongado. Além disso, o agente

quimico deve ter auséncia de toxicidade, ndo ser alergénico, ter comprovacoes
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clinicas de reducéo do biofilme e gengivite, ser seletivo, ter especificidade para
agir na microbiota patogénica, apresentar sabor agradavel, custo acessivel e ser
de facil utilizacdo (TEITELBAUM,2008). Tendo em vista os efeitos colaterais da
clorexidina ja relatados anteriormente, e sendo esta a solugdo mais empregada
como agente quimico, é fundamental a procura de novas solugbes que sejam
eficientes agentes quimicos.

Diante da escassa literatura envolvendo a solucdo de nanoparticulas de
quitosana na prevencdo da doenca carie, torna-se relevante investigar o efeito
inibitério desta solucdo de polimero natural na adesdo e na formacéo de biofilme

de S. mutans.
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3. PROPOSICAO

- Geral

O objetivo desse estudo foi sintetizar e caracterizar uma solucdo de
nanoparticulas de quitosana e avaliar in vitro seu efeito antibacteriano contra

Streptococcus mutans.

- Especificos
1. Sintetizar a solu¢cdo da nanoparticula de quitosana pelo método de geleificacdo
iGnica

2.Caracterizar a solucdo de nanoparticula de quitosana utilizando-se a
espectroscopia de absorgéo na regiao do infravermelho (FTIR) e a microscopia de

transmissao (MET).

3. Avaliar a atividade antimicrobiana das solu¢cfes de nanoparticulas de quitosana
contra Streptococcus mutans através do teste de halo de inibi¢cdo, concentracao

inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM).

4. Avaliar o efeito da solucdo de nanoparticulas de quitosana na CIM, CIMx2,

CIMx4 na aderéncia, formacao e reducéo do biofilme maduro de S. mutans.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo das solucdes de nanoparticulas de quitosana

A quitosana utilizada no estudo foi a de baixo peso molecular (107kDa, 75-
85% DD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (figura 4A). As nanoparticulas de
quitosana foram obtidas com base na geleificacao ibnica da quitosana com anions
tripolifosfato de sédio (TPP) (Sigma-Aldrich, St. Louis,USA) (figura 4B) (CHAVEZ
DA PAZ et al. 2011). A quitosana foi dissolvida em solucdo de acido acético 1%
m/v (Quimica Moderna,Barueri, S&o Paulo, Brasil) (figura 4C), em concentracoes
de 1,25 mg/mL, 2,50 mg/mL e 5,00 mg/mL, sendo mantida sob agitacdo
constante por 24h, em temperatura ambiente (figura 5A). Apds, as solucdes foram
filtradas sob pressao positiva através de membranas de porosidades 0,8 ym para
eliminar os produtos sélidos resultantes do processo de obtencdo da quitosana.
Em seguida, 3 mL de solucdo aquosa de TPP soOdico preparada com
concentracdo de 2,4 mg/mL foram adicionados a 10 mL das solucdes de
quitosana, sob agitacdo de 6000 rpm a temperatura ambiente, por meio de uma
bomba de infusédo (figura 5B) com adicado continua da solucdo aquosa de TPP
sodico a taxa de 1 mL/min. As solu¢Bes finais de nanoparticulas de quitosana
foram respectivamente de 0,95 mg/mL, 1,9 mg/mL, 3,8 mg/mL. O pH da solucéo

foi ajustado para aproximadamente 5,5 com a adicdo de NaOH.

SIGMA-ALDRICH
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Figura 4. Materiais utilizados no desenvolvimento da solugdo de nanoparticulas de quitosana A.

Quitosana; B. TPP de sodio; C. Acido acético.
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Figura 5. Preparo da solugéo de nanoparticula de quitosana: A. Agitac@o constante durante 24h;

B. Adi¢do da solucao de TPP por meio da bomba de injecéo.

4.2 Caracterizacdo da solucdo de nanoparticulas de quitosana

4.2.1 Espectroscopia de absorcédo naregido do infravermelho (FTIR)

As analises das amostras foram realizadas em um espectrofotdmetro de
infravermelho (IRPrestige-21, Shimadzu, Kyoto, Japdo). As amostras sélidas (p0)
da quitosana e TPP foram diluidas em brometo de potassio (grau
espectroscopico) aplicando a razdo aproximada KBr:Amostra de 100:1 mg,
respectivamente, e prensadas para formacdo de pastilha com cerca de 1 cm de
diametro. As pastilhas confeccionadas foram submetidas a andlise por
transmiténcia do feixe de infravermelho, realizando varreduras nas regides entre
400 e 4000 cm™, com resolucdo de 4 cm ™ e médias de 20 scans. Os resultados
foram obtidos utilizando-se o software OriginPro 8 (Northampton, Massachusetts,
USA).

4.2.2 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A morfologia e o tamanho das nanoparticulas de quitosana foram
observados em MET como sugerido por Lima et al. (2015). Uma aliquota de 50 pL
da solucdo de nanoparticulas de quitosana 3800 pg/ mL foi gotejada em um grid
de Holey Carbon (gride de cobre coberto com filme de formar e carbono)
permanecendo em um dessecador por 24h para secagem. ApGs, a morfologia e o
tamanho das nanoparticulas de quitosana foram observados em Microscopio
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eletronico de transmissédo (MET - MORGAGNI G20 - FEI, Hillsboro, Oregon, EUA)
utilizando uma tenséo de aceleragéo de 100kV.

4.3 Analise microbiolégica

4.3.1 Micro-organismo e condi¢des de crescimento

A cepa de S. mutans (UA 159) utilizada nas etapas desta pesquisa foi
cedida pelo Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba- UNICAMP. As colbnias de S. mutans foram cultivadas em caldo de
infusdo de cérebro e coracao (BHI) (DIFCO, Becton, Dickinson and Company, NJ,
EUA). Os in6culos foram preparados contendo 100 pL de S. mutans em 4 mL do
BHI e incubados por 24h a 37°C em microaerofilia com o emprego do método da
chama de vela. A densidade Gptica do in6culo foi ajustada a 625 nm (ODgys: 0,6)

contendo aproximadamente 1 x 108 UFC.

4.3.2 Teste de Difusdo em Agar

Dez placas de petri contendo uma base de 15 mL de &gar de Mueller
Hinton (Himedia, LBS Marg,india) foram preparadas, nas quais 100 pL do in6culo
de S. mutans foram dispensados e espalhados sobre o meio com auxilio de uma
alca esterilizada. Cinco solugdes foram testadas em cada placa (n=10): solugéo
de nanoparticula de quitosana de 0,95 mg/mL, 1,9 mg/mL, 3,8 mg/mL, clorexidina
0,12% (controle positivo) e &cido acético 1% + TPP (controle negativo). Para este
fim, 5 discos de papel absorvente (6 mm de diametro) esterilizados foram
dispensados em cada placa contendo 50 puL de cada solugcdo. As placas foram
mantidas durante 1 h a temperatura ambiente para difusdo das solucbes e
incubadas por 48 h a 37°C em microaerofilia com o emprego do método da
chama de vela. Apés a incubacao, as zonas de inibicdo ao redor dos espécimes
foram medidas utilizando-se um paquimetro digital. O ensaio foi realizado em
triplicata. A solucédo de nanoparticulas de quitosana com maior formacéo de halo

foi utilizada para os outros ensaios microbiologicos.
4.3.3 Determinagédo da Concentracgao inibitéria minima (CIM)
A CIM foi determinada por meio da técnica da microdiluicdo de acordo com

Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines (NCCLS, 2003). Para tanto
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foram utilizadas placas de microdiluigdo de 96 pocgos, com fundo em forma de “U”
(Nunclon, Thomas Scientific, NJ, USA). Inicialmente, foram distribuidos 100 pL de
BHI em cada poco. Em seguida, 100 pL da solucdo de nanoparticulas de
quitosana (3,8 mg/mL) foram transferidos para o primeiro poco e diluidos
seriadamente a partir da retirada de uma aliquota de 100 uL da cavidade mais
concentrada para a cavidade sucessora. As concentragcbes da solucdo de
nanoparticulas de quitosana nos pocos variaram de 950 pug/mL até 0,46 pg/mL.
Por fim, foi adicionado 100 pL do inéculo de S. mutans em cada poco.

Paralelamente, foi realizado o controle da viabilidade da cepa (controle de
crescimento - meio de cultura com in6culo) e o controle de esterilidade do meio
(somente meio de cultura). Como controle positivo foi utilizado solucdo de
Clorexidina 0,12% (figura 6), pois € uma solucdo antimicrobiana amplamente
usada como bochecho na cavidade bucal (RUIZ-LINHARES et al.,2014). Como
controle negativo, testou-se a solucéo salina. O ensaio foi realizado em triplicata,
e as placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa por 24h a 37°C em
microaerofilia com o emprego do método da chama de vela.

A CIM foi considerada a menor concentracao do produto em teste capaz de
produzir inibicdo visivel (formag&o ou ndo de aglomerados de células - “botdo” no
fundo dos pocos da placa) sobre o crescimento bacteriano (NCCLS, 2003). A
leitura para determinacao da CIM das solu¢cbes de quitosana foi feita pelo método
visual. Para a confirmacgdo da presenca de micro-organismos viaveis foi utilizado
o corante TCT (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio) no volume de 20 uL. Esse
corante reflete a atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas no processo

de respiracao celular.

dilectarymm
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Figura 6: Solucéo de Digluconato de Clorexidina 0,12%
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4.3.4 Determinacédo da Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Apés determinacdo da CIM, aliquotas da concentracdo correspondente a
inibitdria e a concentracdo imediatamente mais concentrada (CIMx2) foram
subcultivadas em placas de petri contendo agar de Mueller Hinton, as quais foram
incubadas a 37°C por 48 h em microaerofilia com o emprego do método da chama
de vela. A CBM foi definida como a menor concentragdo do produto que impediu
o crescimento visivel do subcultivo, ou seja, que foi capaz de eliminar o micro-

organismo.

4.3.5 Efeito da solucdo de nanoparticulas de quitosana na aderéncia inicial e
na formacao do biofilme de S. mutans

O efeito da solucdo de nanoparticulas de quitosana na inibicdo da
aderéncia de S. mutans e ap6s 2h de aderéncia foi investigado adaptado do
estudo de Costa et al., 2013. Placas de microdiluicdo de 96 pocos foram utilizadas
com BHI suplementado com 0,25% de sacarose e inéculo com 1 x 10® UFC.
Foram testadas as solu¢des de nanoparticulas de quitosana nas concentracées
CIM, CIMx2 e CIMx4 (figura 8), a solucéo de Clorexidina 0,12% (controle positivo)
e a solucéo salina a 0,9% (controle negativo). Os ensaios foram divididos em dois
grupos de acordo com o periodo de insercdo das solucdes, o tempo de contato
com o0s micro-organismos (banho) e o tempo de leitura da placa (figura 7).

Efeito na aderéncia inicial: Ensaio 1 (E1): meio com inéculo de S. mutans
em contato de 2h com as solugdes, incubacao por 48 h e leitura da placa.

Efeito na Formacédo do biofilme: Ensaio 2 (E2): ap6s 2 h de aderéncia
inicial de S. mutans foi realizado um banho (as solugcdes permaneceram em

contato por 60s), incubacédo por 48h e leitura da placa.
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Figura 7. Ensaios realizados com as solu¢des na aderéncia inicial, formacao de biofilme e reduc&o de biofilme maduro (G1,G2,G3 e G4) de S.mutans
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Figura 8: Solucdes de nanoparticulas de quitosana

Em cada poco foram colocados 100 pL de BHI+sacarose (figura 9) e 100 uL
do in6culo. No ensaio da aderéncia inicial (E1) foram colocados 100 yL de cada
substéancia e as placas incubadas por 2 h em estufa a 37°C em microaerofilia com
o emprego do método da chama de vela. Na formacao do biofilme (E2) as placas
contendo meio e in6culo foram incubadas por 2h, sem o contato com as
substancias. Em seguida, o conteudo dos pocos dos dois ensaios foi retirado
(figura 10), os pocos foram lavados 3 vezes com solucao salina para remocéao das
células ndo aderidas e 100 pL do meio foi inserido. A placa do E1 foi incubada por
48h em estufa a 37°C em microaerofilia. No ensaio da formagéo de biofilme (E2)
100 pL de cada solucéo foi inserida nos pocos e mantida em contato por 60s,
apos os pocos foram lavados como citado anteriormente e preenchidos com 100
puL do meio para posterior incubacéo por 48h em estufa a 37°C em microaerofilia
(figura 10). O mesmo procedimento foi realizado no controle de crescimento.
Decorrido o tempo de incubacdo nos dois ensaios, cada poco foi lavado duas
vezes com 200 pL de solucdo salina para remocao das células ndo aderidas, e
imediatamente ap06s as células aderidas foram fixadas por 15 min com 200 uL de
etanol a 95% (DJORDJEVIC et al 2002). Em seguida os pogos foram secos ao ar
livre por 45 min. Em cada poc¢o foram acrescentados 200 pL de solucdo aquosa
de cristal violeta (Merck, Offenbach am Main, Hesse, Alemanha) a 0,4% por 15
min. Apds, os pogos foram lavados 3 vezes com 200 pL de agua destilada e
descorados com 200 pL de etanol a 95%. Essa metodologia foi adaptada do
estudo de Costa et al.(2013). Em seguida, 100 pyL de cada poco da solugcao

descorada foram transferidos para uma nova placa para leitura no leitor de
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microplacas (Glomax Multi Detection System, Madison,Wisconsin,EUA) com 600
nm. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e com controle esterilidade e de

crescimento.

Figura 10: Retirada do conteudo dos pocgos, lavagem com solu¢éo salina e posterior insercéo das

solucdes e meio

Figura 11: A. Aderéncia das células bacterianas nos pocos antes; B. Aderéncia das células apés a

colocacao do cristal de violeta.
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4.3.6 Efeito da solucdo de nanoparticulas de quitosana nareducéo do
biofilme maduro de S. mutans

Para este ensaio foi utilizado como meio BHI suplementado com 0,25% de
sacarose (BEDRAN et al.,2014) e in6culo com 1 x 10® UFC. Foram testadas as
solugcbdes de nanoparticulas de quitosana nas concentracbes CIM, CIMx2 e
CIMx4, a solucéo de Clorexidina 0,12% (controle positivo) e a solucdo salina a
0,9% (controle negativo). Os ensaios de reducao do biofilme foram divididos em 4
grupos de acordo com o0 numero de contato das solucbes com o biofilme
(banhos), o tempo de incubacéo e o tempo de leitura da placa (figura 7):

- Grupo 1 (G1): ap6s biofilme de 48 h foi realizado 1 banho (60 s) de cada
solucéo, incubacédo por 24 h e leitura da placa;

- Grupo 2 (G2): apos biofilme de 48 h, foram realizados 2 banhos (60 s) de
cada solucédo a cada 24h incubacao por 48h e leitura da placa;

- Grupo 3 (G3): apos biofilme de 48 h, cada solugcdo permaneceu em
contato direto com o biofilme por 24h e foi realizada a leitura da placa;

- Grupo 4 (G4): ap6s biofilme de 48 h, cada solucdo permaneceu em
contato direto com o biofilme por 48h e foi realizada a leitura da placa.

Em placas de microdiluicdo de 96 pocos foram inseridos 100 pL do meio e
100 pL do inéculo. As placas foram incubadas por 48h em estufa a 37°C em
microaerofilia. Apds a formacédo do biofilme, o contetdo dos pocos foi retirado, os
pocos foram lavados 3 vezes com solucédo salina e 100 uL do meio foi inserido.
Nos grupos G1 e G2 100 pL de cada solucao foi inserida nos po¢os e mantida em
contato por 60s. No G1 foi realizado um banho e no G2 foram realizados dois
banhos a cada 24 h. Apds, os pocos foram lavados, como citado anteriormente, e
preenchidos com 100 pL do meio para posterior incubacdo por 24h (G1) e 48h
(G2) em estufa a 37°C em microaerofilia. Nos grupos G3 e G4, ap6s a lavagem
das células nao aderidas, as solu¢des (100uL) e o meio de cultura (100uL) foram
inseridos nos pogos para permanecerem em contato direto com o biofilme e foram
incubados por 24 h (G3) e 48 h (G4) a 37°C em microaerofilia. Apds os tempos de
incubacédo de cada grupo, os pocos foram lavados e fixados com cristal de violeta
a 0,4% (figura 12) para leitura no leitor de microplacas (Glomax Multi Detection
System, Madison,Wisconsin,EUA) como descrito no item 4.3.5 (figura 13). Os
ensaios foram conduzidos em triplicata e com controle esterilidade e de

crescimento
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A porcentagem de inibicdo (% I) dos ensaios de aderéncia inicial, formagéo
e reducao do biofilme foi calculada de acordo com Costa et al. (2013), seguindo a
férmula: % I= 100 - (DO ensaio/DO controle) x 100

Figura 12: A. Cristal de violeta; B.Colocacgéao do cristal de violeta nos pocos da placa; C. Lavagem

com agua destilada.

Figura 13: A.Transferéncia da solucdo descorada de uma placa para outra; B. Leitor de

microplacas.
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4.4 Andlise Estatistica

Os resultados dos testes de FTIR, halo de inibicdo, CIM e CBM foram analisados
descritivamente. Os dados da % | dos ensaios de aderéncia, formacéo e reducao
do biofilme foram analisados pelo software GraphPad Instat, versdo 2.0
(GraphPad software, La Jolla, CA, USA) com nivel de significancia a=0.05,
utiizando os testes One-way ANOVA e Tukey para comparacdo entre as

solugcdes em cada grupo.

5.RESULTADOS
5.1 Espectroscopia de absorcao naregiao do infravermelho (FTIR)

O espectro de infravermelho da quitosana mostra sobreposi¢cao das bandas de
absorcao referentes as vibracdes N-H de amida secundaria e N-H amina primaria
entre 3750-2993 cm™, além de outra absorcdo N-H de amina priméria entre 2990-
2841 cm™, devido aos dois hidrogénios da amina presente na quitosana estarem
em dois ambientes diferentes, mostrando absorcdes diferentes. O estiramento de
carbonila de amida secundaria aparece em 1649 cm™. Em 1379 cm™, 1072-1043
cm™ e 898 cm™ apresentam absorcdes referentes ao estiramento C-N de amida
secundaria, estiramento C-N de amina primaria e deformacéo fora do plano de N-
H de amina primaria, respectivamente (figura 14A). O TPP apresenta estiramento
em 1211 cm™ referente a ligacdo P=0; entre 1199 cm™ e 1108 cm™ tem-se
estiramentos simétricos de PO2 e PO3; e em 893 cm™ e 736 cm™ tem-se os

estiramentos assimétricos de PO3 e PO2, respectivamente (figura 14B).
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Figura 14: Imagens da espectroscopia de infravermelho (FTIR). A. P da quitosana; B. P6 do TPP.

Observa-se no espectro de infravermelho da nanoparticula de quitosana
estiramentos de C=0 em 1631 cm™, N-H em 1548 cm™ e C-N em 1408 cm™
relativos & amida secundaria. Absor¢des de amina primaria sdo encontradas entre
1138 cm™ e 952 cm™ devido ao estiramento C-N e deformac&o fora do plano de
N-H em 896 cm™ (figura 15C). Desta forma podemos indicar que provavelmente a
houve interacdo entre os dois compostos (quitosana e TPP), uma vez que houve
sobreposicao dos espectros de infravermelho.
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Figura 15: Imagens da espectroscopia de infravermelho (FTIR). A. P6 do TPP; B. P4 da quitosana;
C. Nanoparticula de quitosana (liofilizado).

5.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A Figura 16 mostra que ocorreu formacéo de nanoparticulas de quitosana

na solucdo pelo método de geleificacdo idnica com adicdo de TPP. As

nanoparticulas apresentaram formato regular e arredondado, com tamanho médio

de aproximadamente 0,05 pm (50 nm). Foi observada também a formacao de

agregados de nanoparticulas na solucéo.
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Figura 16. Imagem da formagédo de nanoparticulas de quitosana na solucédo pelo método de
geleificacéo ibnica com adicdo de TPP em microscopia eletrénica de transmissao. — : Barra de

referéncia de 0,2 um.
5.3 Teste de difusdo em agar

Os resultados dos halos de inibicdo das solugbes séo descritos na Tabela
1. Dentre as solu¢Bes de nanoparticulas de quitosana a concentracdo de 3,8
mg/mL mostrou o maior halo de inibi¢cdo, o que justificou sua utilizacdo nos outros
ensaios descritos no estudo. O maior halo de inibicdo foi da solucdo de
digluconato de clorexidina 0,12% e a solugdo de &cido acético + TPP néo

apresentou atividade antimicrobiana.
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Tabela 1. Halos de inibicdo (mm) formados pelas solu¢des de nanoparticulas de

quitosana contra S. mutans.

Solugdes Halo de inibicdo (média
DP)

Nanoparticulas de quitosana 0,95 mg/mL 9,89+1,45

Nanoparticulas de quitosana 1,9 mg/mL 12,37 £ 3,38

Nanoparticulas de quitosana 3,8 mg/mL 12,91 £4,02

Digluconato de Clorexidina 0,12% 27,06 +1,51

Acido acético 1% + TPP 0,00

5.4 Determinacéao da CIM E CBM

A CIM e CBM da solucdo de nanoparticulas de quitosana contra o S
mutans foi de 475 pg/mL, a partir do terceiro po¢o houve crescimento bacteriano,
com turvacao e formacdo de botdes no fundo dos pocos, além da coloracao
avermelhada exibida pelo corante TCT. Aliquotas dos pocos correspondentes a
CIM, CIM x 2 foram plagueadas para a determinacdo da CBM, conforme mostram
as Figuras 17A e 17B, confirmando que ndo houve crescimento bacteriano nas
duas concentracdes testadas.

Figura 17: Placas da CBM da solucado de nanoparticulas de quitosana. A.CIM; B. CIM x2,

mostrando auséncia de crescimento bacteriano.
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5.5 Efeito da solu¢cdo de nanoparticulas de quitosana na aderéncia

inicial e na formagéo do biofilme de S. mutans

A Figura 18 mostra que as solucbes de nanoparticulas de quitosana na
CIM (475 pg/mL), CIMx2 (950 pg/mL) e CIMx4 (3800 pg/mL) inibiram cerca de
40% do crescimento bacteriano durante a fase de aderéncia inicial (2h), néo
havendo diferencas significantes entre as solucdes (p= 0,06). A solucdo de
digluconato de clorexidina mostrou a maior %l (80%) na aderéncia inicial de S.
mutans comparada as outras solugdes (p= 0,001).0 efeito das solucbes na
formacéo do biofilme de S. mutans apdés um banho de 60 s com as substancias
e incubacéo por 48h, mostrou que solucdo de naoparticulas de quitosana de
3800 pg/mL apresentou maior porcentagem de inibicdo (11%) comparada as
outras concentracbes (p= 0.02), porém possuiu menor %l comparada ao
digluconato de clorexidina (p = 0.001) (87% de inibic&o) (figura 19). Em ambos os

ensaios a solucéo salina apresentou minima %l.
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Figura 18. Efeitos inibitorios das solugbes de nanoparticula de quitosana na aderéncia inicial. Os
valores foram expressos como média + desvio padrdo da porcentagem de inibi¢éo (%l).

*Diferentes caracteres indicam diferenca estatisticamente significante entre as solucdes pelos
testes de One-Way ANOVA e Tukey (p<0,05). Os testes foram realizados em triplicata, em trés

experimentos independentes.
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Figura 19: Efeitos inibitérios das solu¢des de nanoparticula de quitosana na formacao de biofilme
(2h) de S. mutans apos um contato de 60 s. Os valores foram expressos como média + desvio
padréo da porcentagem de inibicao (%l).

*Diferentes caracteres indicam diferenca estatisticamente significante entre as solugcbes pelos
testes de One-Way ANOVA e Tukey (p<0,05). Os testes foram realizados em triplicata, em trés

experimentos independentes.

5.6 Efeito da solucdo de nanoparticulas de quitosana na reducao do

biofilme maduro de S. mutans

Apo6s formagdo do biofilme maduro (48h) e um banho de 60s com as
substancias (G1) houve inibicdo do crescimento bacteriano de 5 a 7% para as
solucbes de nanoparticulas de quitosana, independente da concentracdo (p =
0.03), sendo que a solucdo de digluconato de clorexidina apresentou maior
inibicdo (14%) comparada as outras solu¢des (p = 0,001) (figura 20A). Quando
dois banhos de 60s foram realizados apos formacédo do biofilme maduro (G2), a
solugcdo de nanoparticulas de quitosana na CIM (475 pg/mL) ndo apresentou
efeito na reducdo do crescimento de S. mutans, porém as concentracdes da
solucdo CIMx2 e CIMx4 (950 pg/mL e 3800 pg/mL) apresentaram cerca de 8 a
13% de inibicdo, sem diferenca significante entre elas (p=0,07). Ja a solucéo de

clorexidina apresentou a maior %l (20%) (p=0,001) (figura 20B). Nos grupos que
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as solucdes permaneceram em contato continuo com o biofilme maduro por 24 h
(G3) e 48 h (G4) nao houve diferenca significante entre as solu¢des (p= 0.251), de
modo que tanto as solucbes de nanoparticulas de quitosana quanto a de
clorexidina apresentaram alta %l do crescimento bacteriano (90 a 100%) (Figuras

20Ce 20D). A solugéao salina apresentou %I insignificante em todos 0s grupos.
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Figura 20. Efeitos inibitérios das solu¢des de nanoparticula de quitosana sobre biofilme maduro de S. mutans. A. Apds um contato de 60 s em 24h; B. Dois
contatos de 60s, a cada 24h, por 48h; C. Contato direto por 24h; D. Contato direto por 48h. Os valores foram expressos como média * desvio padrédo da
porcentagem de inibicdo (%l). *Diferentes caracteres indicam diferenga estatisticamente significante entre as solu¢ges pelos testes de One-Way ANOVA e

Tukey (p<0,05). Nota: Os testes foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes.
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6.DISCUSSAO

Para a sintese das solucdes de nanoparticulas de quitosana foi utilizada a
quitosana de baixo peso molecular, devido sua atividade antimicrobiana contra
bactérias ter sido relatada por alguns autores na literatura (COSTA et al., 2012;
CHAVEZ DE PAZ et al., 2011). Chavez de Paz et al. (2011) observaram que o0
efeito antimicrobiano das nanoparticulas de quitosana de baixo peso molecular
contra S. mutans é maior do que as de alto peso molecular. A concentracdo da
quitosana utilizada no presente estudo foi baseada no estudo de Costa et al.
(2013), os quais utilizaram as concentracoes de 2,0 e 4,0 mg/mL para avaliar o
efeito antimicrobiano da quitosana de baixo peso molecular contra S. mutans. O
pH foi ajustado para 5,5 baseado no estudo de Costa et al. (2014), j& que a
quitosana possui maior efeito antibacteriano em pH &cido. Outras solugdes de
bochecho também possuem pH acido (SUN et al.,2014)

A quitosana pode ser sintetizada em microesferas ou em nanoparticulas,
as quais possuem a vantagem de serem utilizadas como transportadores de
drogas (HUANG et al., 2014; BHATTARAI et al., 2010) pois além de ter uma vida
atil longa, as particulas pequenas de quitosana tém uma melhor capacidade de
absorcdo e adesdo na superficie dentaria para exercerem sua atividade
antimicrobiana (LIU et al., 2007). Especificamente, neste estudo as nanoparticulas
de quitosana (ChNP) foram formadas pelo processo de geleificacdo i6nica com o
TPP (ING et al., 2012). A Figura 16 da analise em MET comprovou a formacéo de
ChNP na solucédo, mostrando que o método de sintese foi adequado para se obter
a formacéo de nanoparticulas. Os resultados de FTIR mostraram o espectro das
bandas relacionadas a quitosana, ja encontrado na literatura (BHUMKAR;
POKHARKAR, 2006; CANELLA;GARCIA, 2001; FRANCA et al,2014), porém ao
adicionar o TPP a quitosana (figura 15C) ha uma evidente presenca dos grupos
amina e amida da quitosana na solugéo, em detrimento dos grupos caracteristicos
do TPP, o que pode representar um indicio de que a superficie da nanoparticula é
composta basicamente de quitosana e que provavelmente o TPP encontra-se no
interior da mesma.

O estudo preliminar da atividade antimicrobiana das solugbes de
nanoparticulas de quitosana em diferentes concentragfes pela avaliacdo do halo

de inibicdo mostrou que a inibicdo de S. mutans pelas soluc¢des foi concentracdo
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dependente, de modo que a maior concentragdo da solucdo de nanoparticulas
apresentou a maior inibicdo (Tabela 1). Além disso, a solugéo de acido acético +
TPP (controle negativo) ndo possuiu atividade, mostrando que o efeito
antibacteriano obtido foi em decorréncia da quitosana. A partir deste resultado a
solucdo de nanoparticulas de quitosana de 3800 pg/mL foi utilizada nos outros
estudos microbioldgicos deste trabalho.

Neste estudo, a solucdo de nanoparticulas de quitosana apresentou CIM e
CBM iguais a 475 pg/mL, sendo menor que os valores encontrados em outros
estudos que avaliaram CIM/CBM da quitosana contra S. mutans, os quais
apresentaram valores que variaram de 1,25 mg/mL a 5,0 mg/mL (COSTA et al.,
2012; TARSI et al.,, 1997; BAE et al.,, 2006). Essas diferencas podem ser
explicadas pois os estudos anteriores ndo utilizaram solu¢do de nanoparticulas de
quitosana, sendo que as diferencas de tamanho, morfologia, peso molecular e
grau de desacetilacdo da quitosana podem interferir na atividade antimicrobiana,
tornando dificil a comparacdo entre os estudos. Além disso, a variacdo da cepa
do micro-organismo entre os estudos também pode interferir nesta variacao.

Para Kong et al. (2010), a atividade antimicrobiana da quitosana € o
resultado de uma série de interacbes que ocorrem entre as moléculas da
quitosana e a parede celular da bactéria, sendo a morfologia das moléculas do
biopolimero a responsavel pela eficacia destas interacdes e efeito antibacteriano.
A estrutura policatibnica da quitosana é um pré-requisito para sua atividade
antibacteriana devido as interacfes eletrostaticas que ocorrem entre a estrutura
policatibnica da quitosana e os componentes predominantemente anidénicos da
superficie da membrana de micro-organismos (KONG et al., 2010). A maior area
superficial e densidade das nanoparticulas de quitosana possibilitam maior grau
de interacdo com a superficie das células bacterianas (SILVA, 2012). Desta
forma, a forma de sintese da quitosana em nanoparticulas do presente estudo
pode ter facilitado a interacdo com S. mutans e ter possibilitado menor CIM, com
resultado mais favoravel que os encontrados nos estudos somente com a solugéo
de quitosana. Os resultados deste estudo mostram que uma menor concentracao
do biopolimero € necesséria para possuir uma atividade antibacteriana contra S.
mutans quando a quitosana esta presente na forma de nanoparticulas.

No teste da aderéncia inicial, ndo houve diferenca estatistica significante

entre as solugcbes de nanoparticulas de quitosana nas trés diferentes
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concentragbes (475ug/mL, 950 pg/mL e 3800 pg/mL). As nanoparticulas de
quitosana inibiram cerca de 40% do crescimento bacteriano durante a fase de
aderéncia inicial (figura 18). Busscher et al. (2008) mostraram 20-30% de inibicdo
de aderéncia inicial de S. mutans quando em contato de 2 min com a solucéo de
0,1% de quitosana. Por outro lado, Costa et al. (2012) encontraram valores de
inibicdo da aderéncia inicial maiores, chegando a 99%, porém foram utilizadas
concentracbes mais altas do biopolimero (2,0 mg/mL e 4,0 mg/mL) em 90s.
Acredita-se que a adeséo entre as bactérias e a superficie dentaria ocorra devido
as interacbes eletrostaticas e hidrofobicas. Estas interagbes podem ser
interrompidas pelos derivados da quitosana por causa da concorréncia pela carga
positiva do grupo amina (POURESLAMI, 2012). As paredes das células das
bactérias gram-positivas, como S. mutans, possuem peptideoglicanos e acido
teicoico. O &cido teicdico € um polimero polianiébnico da parede destas células
que atravessam a parede para entrar em contato com a camada de
polipeptideoglicanos. O acido teicdico pode também ser covalentemente ligado ao
acido N-acetilmuramico da camada de peptidoglicano ou pode ser ancorado na
camada mais exterior da membrana citoplasmatica através de glicolipidicos, os
quais sdo chamados de &cidos lipoteicoico (KONG et al., 2010). Sendo assim, o
acido teicoico € o responsavel pela estabilidade estrutural da parede celular das
bactérias gram-positivas (KONG et al., 2010). A interacdo das bactérias gram-
positivas com a quitosana (policatibnica) ocorre por meio eletrostatico com os
polianios de acidos teicoicos, da mesma forma que nas bactérias gram-negativas
esta interacéo ocorre pelos lipopolissacarideos (LPS) (KONG et al., 2010).

ApoOs a adesédo de 2h e contato de 60s com a solucdo, simulando o tempo
de bochecho na cavidade bucal, e incubacdo por 48 h com o objetivo de avaliar o
potencial das solucdes de nanoparticulas de quitosana em inibir a formacéo do
biofilme, a porcentagem de inibicdo de todas as solu¢des diminuiram, porém a
solucdo de 3800 pg/mL apresentou maior inibicdo (11%) comparada as outras
duas concentragcbes (figura 19). Essa diminuicAo da %l de crescimento
bacteriano pode estar relacionada a capacidade do S. mutans de sobreviver e
persistir dentro do biofilme, bem como e a sua viruléncia. Para Koo et al. (2010), a
matriz extracelular fornece estabilidade mecéanica que mantém um arranjo
espacial e que pode dificultar a difusdo de substancias através do biofilme. Aliado

a este fato, o tempo de contato das solu¢gbes com 0s micro-organismos também
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pode ter influenciado na reducdo da porcentagem de inibicdo, sendo que no
presente estudo 60 s podem ter sido insuficientes para uma adequada atividade
antimicrobiana do biopolimero. No estudo de Costa et al. (2012), a quitosana
apresentou eficiente reducéo bacteriana apds aderéncia inicial com contato direto
com o S. mutans por 24 h.

Embora o presente estudo seja in vitro, 0 mesmo foi inovador em avaliar o
efeito de solucdes de nanoparticulas de quitosana com tempo de contato de
bochecho no biofilme maduro de S. mutans. Chavez de Paz et al. (2011)
avaliaram o efeito antimicrobiano da solucdo de nanoparticulas de quitosana no
biofilme maduro de S. mutans, porém em contato direto de 2h com as solucdes.
Nos ensaios de avaliacdo de reducdo do biofilme maduro (G1 e G2) simulando
bochechos de 60s ao dia, observou-se que a capacidade das nanoparticulas de
quitosana em inibir o crescimento das bactérias, nas concentra¢des de 950 pug/mL
e 3800 pg/mL, aumentou com o0 aumento do tempo de contato pelos banhos de
60s. Em 24 h, com um banho de 60s, a porcentagem de inibicdo foi de 5-7%
passando para 8-13% em 48h, com dois banhos de 60s (figuras 20A e 20B). Os
valores baixos de inibicdo de S. mutans nestes ensaios podem mostrar que as
solucBes de nanoparticulas de quitosana utilizadas possuem efeito bacteriostatico
e a sua eficacia clinica dependera do tempo de contato e frequéncia do uso das
solucdes.

Diferentemente, quando as solucbes de nanoparticulas de quitosana
permaneceram em contato direto por 24h (G3) e 48h (G4) com o biofilme maduro,
as mesmas inibiram cerca de 90% do crescimento bacteriano em 24h e 99,9% em
48h, ndo havendo diferenca estatistica entre as trés concentracdes e a solucdo de
digluconato de clorexina 0,12% (figuras 20C e 20D). Estes resultados mostram
gque com o aumento do tempo de contato das solugbes com S. mutans, as
solugcbes de nanoparticulas de quitosana possuem atividade bactericida mesmo
na CIM (475 pg/mL), ndo importando o aumento da concentragdo, possuindo até
um efeito bactericida similiar ao da clorexidina 0,12%. Nosso estudo possuiu
maior %l (99,9%) com concentracdo menor de quitosana (475 pg/mL) nas
mesmas condicbes do estudo de Costa et al. (2013), os quais utilizaram
concentracbes de 1, 2 e 4 mg/mL de quitosana em contato continuo com S.
mutans por 48 h e encontraram % | de 20 a 40% para quitosana de baixo peso

molecular. O melhor resultado do nosso estudo se deve ao fato da sintese da
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quitosana em nanoparticulas, ndo utilizada no estudo de Costa et al. (2013).
Assim, é provavel que as nanoparticulas de quitosana consigam penetrar no
interior do biofilme mais facilmente e interagir com o acido teicdico da parede
celular das bactérias, resultando na distorcdo e ruptura da parede celular,
expondo a membrana celular ao choque osmatico, ocorrendo exsudacédo de seu
contetido citoplasmatico e, finalmente, a morte celular (HAYASHI et al., 2007).
Além disso, a atividade bactericida por 48 h em um biofilme de 96h é um indicio
de potencial substantividade da solucdo, o qual caracteriza-se pelo tempo de
permanéncia ativa na cavidade bucal, como ocorre com o digluconato de
clorexidina.

A solucdo de digluconato de clorexidina 0,12% apresentou resultados
significantemente superiores aos das solucdes de nanoparticulas de quitosana na
inibicdo de aderéncia e formacéo do biofiime de S. mutans (Figuras 18 e 19),
porém deve-se considerar que ndo foi encontrada a CIM da clorexidina, portanto a
acao antibacteriana da CIM da ChNP foi comparada a concentracdo de
clorexidina normalmente utilizada para bochechos. De todos os antimicrobianos
utilizados em odontologia, a clorexidina é ainda o agente mais frequentemente
usado para reduzir o biofiime dentario, com efetividade contra bactérias
associadas a cérie dentaria, principalmente S. mutans (RUIZ-LINHARES et al.,
2014; THOMAS et al., 2015; AGHILI et al., 2015). Segundo Zanatta e Rosing
(2007), a clorexidina apresenta substantividade, de aproximadamente 12 horas, o
que é explicado pela sua natureza dicatiénica. Por outro lado, Franca et al. (2014)
salientaram que além de ndo haver evidéncias de resultados clinicos do uso da
clorexidina a longo prazo, essa substancia pode acarretar efeitos colaterais como
alteracdo de paladar, coloracdo dos dentes e sensacao de ardéncia nos tecidos
moles. Diante disso, torna-se interessante avaliar o desenvolvimento de solugbes
antimicrobianas, como a solu¢do de nanoparticulas deste estudo, que apresente
compostos naturais, auséncia de toxicidade, biocompatibilidade, atividade
antimicrobiana e adequada substantividade para ser clinicamente utilizada.

A solucédo de nanoparticulas sintetizada neste estudo ainda é experimental,
necessitando de estudos de estabilidade das nanoparticulas sintetizadas e de
futuros ensaios microbiolégicos em biofilme multi-espécie, além de avaliagdo da
biocompatibilidade. Este foi o primeiro estudo que mostrou que a solugdo com

baixa concentracdo de nanoparticulas de quitosana possuiu acao bactericida
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contra biofilme de S. mutans permanecendo com atividade por 48h, entretanto,
quando utilizada como solucdo para um bochecho diario por 60s, a inibicdo de
bactérias no biofilme foi baixa, sendo necessario investigar uma maior frequéncia
de contato da solugcdo com o biofilme. Porém, estes resultados podem sugerir
outras formas de aplicacdo da solugdo de nanoparticulas de quitosana, como
incorporacdo em materiais odontologicos, dentifricios, solugdo para irrigacao
subgengival, e até mesmo a incorporacao em solucdes de clorexidina visando um

prolongamento da liberacio do farmaco na cavidade bucal.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que:

1. A espectroscopia de infravermelho comprovou a presenca de grupos
caracteristicos da quitosana e TPP na solucdo sintetizada, podendo
representar um indicio de que a superficie da nanoparticula é composta
basicamente de quitosana e que o TPP encontra-se em seu interior;

2. A MET mostrou que o método de geleificacdo ibnica foi eficaz na sintese
de nanoparticulas de quitosana, apresentando tamanhos médios
aproximadamente de 0,05 pm (50 nm);

3. Houve atividade antibacteriana contra S. mutans, sendo encontrado o valor
de 475ug/mL de CIM e CBM;

4. A solucdo de nanoparticulas de quitosana (CIM,CIMx2 e CIMx4) inibiu
cerca de 40% do crescimento bacteriano durante a fase de aderéncia
inicial;

5. A solucdo de nanoparticulas de quitosana quando em contato continuo
apresentou de 90 a 100% de inibicdo do crescimento de S. mutans em
biofilme maduro (com tempo de acéo de até 48h). Porém, quando utilizada
em contato por 60s, a solucdo de nanoparticulas de quitosana exibiu baixa

porcentagem de inibicdo (5 a 13%).
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