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PEREIRA-NETO, Armando Rodrigues Lopes. Lactamas e
Nanoparticulas de prata como potenciais agentes antibiofilme e
antimicrobianos: estudo in vitro. 2013. 75f. Tese (Doutorado em
Odontologia — Area de concentracdo Implantodontia) — Curso de Pds
Graduacdo em Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis.

RESUMO

As doencgas periodontal e peri-implantar sdo processos infecciosos,
dependente da patogenicidade dos microrganimos responsaveis. A
utilizacdo de antibidticos tem sido frequente, associada terapias
convencionais, para 0 combate dessas infec¢Bes, contudo seu uso
indiscriminado tem gerado o aparecimento deresisténcia bacteriana.
Como alternativa, compostos que inibem mecanismos regulatdrios das
bactérias veem sendo testados, tendo como alvo a inibicdo da viruléncia
sem interferir com a viabilidade bacteriana.Dentro desta nova classe de
antimicrobianos ndo convencionais destacam-se 0s compostos que
atuam na inibicdo do biofilme bacteriano. Assim, o objetivo deste estudo
é analisar a capacidade antibiofilme de trés lactamas, derivadas de
furanonas cuja a atividade contra o biofilme bacteriano e reconhecida, e
de nanoparticulas de prata, utilizadas em concentragdes subinibitérias,na
a formacdo de biofilmes deEnterococcus faecalissobre um material
polimérico implantavel. A atividade de trés lactamas sintéticas, U 21-1,
U 21-2 e U 27-2, foi avaliadasobre discos de PLGA-HA. e comparadas
com as de concentracBes subinibitérias de nanoparticulas de prata
(NpAg). Ensaios de inibicdo de aderéncia e formagdo de biofilme e
observacdo ao MEV foram escolhidos para quantificar e qualificar a
formacdo de biofilme de E.faecalis.A viabilidadede células cultivadas
sobre o polimero foi acessada através de ensaios colorimétricos e
confirmada pelo ensaio Live/Dead e a adesdo das células foi
caracterizada por microscopia confocal. Todos o0s compostos
apresentaram taxas de reducédo de biofilme superiores a 99%, o que foi
comprovado com as imagens obtidas pelo MEV. Nas CIM, os indices de
viabilidade celular de todos os compostos foi superior ao preconizado
para aprovacdo para uso clinico, tendo as lactamas apresentado
resultados superiores aos das NpAg. Os resultados aqui apresentados
indicam que lactamas e nanoparticulas de prata apresentam excelente
potencial para utilizacdo no tratamento da doenca periodontal e se
associados ao PLGA-HA podem ser utilizadas na prevencdo de peri-
implantites.
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PEREIRA-NETO, Armando Rodrigues Lopes.Lactams and Silver
Nanoparticles as a Potential Antibiofilm and AntimicrobialAgents:
an in vitro study. 2013. 75f. Tese (Doutorado em Odontologia — Area
de concentragdo Implantodontia) — Curso de Pés Graduagdo em
Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis.

ABSTRACT

Periodontal and peri-implant diseases are infection pathologies related to
the pathogenicity of the microrganisms involved. The use of antibiotics
has been frequently associated with conventional therapies for the
combat these infections, however the widespread use of these
antimicrobial compounds has led to the emergence of bacterial
resistance. Alternatively, compounds that inhibit bacterial regulatory
mechanismscontrolling virulence,havebeentested in the view of
developing a new generation of antimicrobial drugstargeting inhibition
of virulence without interfering with bacterial viability.Within this new
class of antimicrobials some of the most promising are those interfering
with bacterial biofilms.Here we analysed the effects of three novel
synthetic lactams, derived from furanones whose antibiofilm activities
are recognized, and of subinibitory concentrations of silver
nanoparticles (AgNPs), on biofilms of Enterococcus faecalisformed
over an Implantable polymeric material. The behavior of human cells
cultured over this biomaterial in the presence of those compounds was
also accessed, in view of developing functionalized implantable devices.
Inhibition assays of adhesion and biofilm formation and SEM
observation were used to quantify and qualify the biofilm formation of
E. faecalis. Viability of cells cultured on the surface of this polymer was
accessed via colorimetric assays and cell adhesion was characterized by
confocal microscopy. All compounds showed biofilm inhibition rates
higher than 99%, as acessed by CFU contings and in agreement with
images obtained by SEM. At the CIM, human cells viability indexes of
all compounds were higher than those recommended for approval in
clinical use, with lactams showing better results than AgNPs. Results
presented here indicate that lactams and silver nanoparticles have
excellent potential for use in the treatment of periodontal disease and
inassociation with PLGA-HA can be used in the prevention of peri-
implantitis.

Key words: Biofilm inhibitors, lactams, silver nanoparticles,
biomaterial, PLGA-HA.






CAPITULO II






31

1- INTRODUCAO

1.1 — Doenca periodontal e peri-implantar

As doencas periodontais sdo classificadas em duas formas:
gengivite e periodontite. O termo gengivite refere-se a uma inflamacéo
gengival, sem sinais de perda dos tecidos de suporte, enquanto a
periodontite, além da inflamacdo gengival, € caracterizada pela perda
Ossea. Esse processo € bactério-dependente e a severidade é
reguladapela presenca de fatores de risco, como o fumo, estresse e
alteragdes sistémicas, e da resposta do hospedeiro. Estudos
epidemioldgicos apontam que cerca de 80% da populagdo apresenta
perdas de insercdo da ordem de 5 mm ou mais (SUSIN et al., 2004;
SUSIN et al., 2005).

Da mesma forma que nos tecidos periodontais, o desequilibrio
da interacdo entre bactéria e hospedeiro provoca injlrias aos tecidos que
circundam os implantes osseointegraveis. Tais alteragfes, quando se
limitam aos tecidos moles, sdo denominadas mucosites, caracterizadas
por uma reacdo inflamatoria reversivel nos tecidos moles circundantes
ao implante em funcédo; contudo, se houver progressao para os tecidos
duros, com aparecimento de perdas dsseas, passam a ser classificadas
com peri-implantites e, usualmente, possuem carater irreversivel
(ABREU et al. 2007; HEITZ-MAYFIELD et al., 2008; ZITZMANN et
al., 2008).

A andlise de material organico coletado do sulco gengival e do
sulco clinico peri-implantar revelou similaridade entre a microbiota
responsavel pela destruigdo dos tecidos que circundam implantes e
dentes. Esse grupo bacteriano é composto por microrganismos gram-
negativos e gram-positivos, aerébios e anaer6bios. Dentre essas
bactérias  responsaveis pela doenca periodontal,pode-se citar
aTannerella  forsythia,  Tannerella  denticola, Porfiromona
gingivaliseEnterococcus faecalis (SOCRANSKY et al., 1992; RAMS et
al., 1992).

E. faecalis, bactéria isolada de bolsas periodontais ainda na
década de 90 (RAMS et al., 1992), é Gram-positiva facultativa
econsiderada umpatégeno oportunista em varios tipos deinfeccOes
hospitalares de pacientes imunocomprometidos(tHANCOCK et al.,
2006). Esses microrganismos normalmente habitam o trato
gastrointestinal dos seres humanos, animais campestres, cées,
gatos,patos e muitos tipos de insetos(HANCOCK et al., 2006). O
alarmante surgimento, na América do Norte,durante os Ultimos 20 anos
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de cepas de E. faecalisresistentes a a diversos antibi6ticos disponiveis
no mercado, incentivou um aumento no numero de estudos voltados a
descobrir a melhor forma de tratar e prevenir infeccGes por Enterococos
(AAS et al., 2005; ARIAS et al., 2008).E. faecalisorais se agrupam a
outros tipos bacterianos de maneira a formar a placa dental, o biofilme
oral, e desse modo atuam na progressdo da doenca periodontal
(COLOMBO et al.,, 1998).E. faecalis tem sido associada com
agravamento da destruicdo periodontal em bolsas infectadas(BALAEI-
GAJAN et al., 2010) e tambémem lesGes gengivais necrosantes, em
individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(GONGALVES et al., 2009; RAMOS et al., 2012).

1.2 — Biofilme, 0 “Quorum Sensing” e alternativas para o
conntrole bacteriano

O biofilme bacteriano é conceituado como uma populacdo
bacteriana vivendo em uma estrutura organizada, complexa e dindmica,
associada & uma superficie. Essa populacéo bacteriana é encapsulada em
uma matriz de substancias exopoliméricas extracelulares, produzidas e
secretadas pelas proprias bactérias e constituida de exopolissacarideos,
proteinas e em alguns casos DNA, que confere estabilidade, permite a
estruturacdo e protege as células bacterianas (DAVIES, 2003).

A organizacdo de um biofilme ocorre de maneira semelhante
independentemente da linhagem bacteriana existente. Esta formagéo
pode ser dividida em cinco estagios:

a) Inicialmente ocorre fixacdo reversivel de bactérias
plancténicas & uma superficie (RICHARDS & MELANDER, 2009);

b) Em seguida, esta fixacdo torna-se irreversivel, neste
momento, inicia-se uma etapa de secrecdo da matriz extracelular,a qual
ird estruturar o biofilme. Essa matrizé em parte responsavel por tornar as
bactérias resistentes aos antimicrobianos epor conferir prote¢do contra a
desidratacéo e radiacdo UV (RICHARDS & MELANDER, 2009);

¢) Num terceiro momento, ocorre a maturacdo da comunidade
microbiolégica, por meio do recrutamento de outras bactérias
planctdnicas, do crescimento das micro colbnias iniciais e
eventualmente do recrutamento de outros microrganismos (MUSK &
HERGENROTHER, 2006).

d) Em seguida, o biofilme passa a apresentar uma conformagéo
tridimensional. Esse tipo de organizagdo confere grande
heterogeneidade  estrutural, com a presenga de diferentes
microambientes que diferem entre si quanto a disponibilidade de O, e
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nutrientes. Esta diversidade estrutural induz a diferenciacdo metabdlica
das bactérias no interior do biofilme (DAVIES, 2003).

e) Apo6s a maturacdo do biofilme, algumas bactérias da periferia
passam de um estado séssil a um estado flagelar mével, em resposta a
sinais vindos da propria comunidade bacteriana. Este fendmeno
acarretaseu desligamento da matriz do biofilme, possibilitando dispersado
do mesmo e posterior coloniza¢do de um novo ambiente.

Em biofilmes orais, o processo inicial de aderéncia bacteriana
ocorre de forma organizada. Minutos apés a higiene oral, forma-se a
chamada pelicula adquirida na superficie dental e de implantes
osseointegrados. Esta pelicula apresenta estrutura glicoproteica,
composta por componentes da saliva e do fluido gengival, bem como de
bactérias e produtos celulares do hospedeiro (LISTGARTEN, 1972;
LISTGARTEN, MAYO, TREMBLAY, 1975; LISTGARTEN, 1976).

Um primeiro grupo de bactérias colonizadoras adere-se a
receptores presentes na pelicula. Estescolonizadores primariossao
predominantemente gram-positivos (FACHON-KALWEIT, ELDER,
FIVES-TAYLOR, 1985; FIVES-TAYLOR & THOMPSON, 1985).
Esta estrutura, denominada placa bacteriana, sofre um processo de
maturacdo a partir da colonizacdo das bactérias ja aderidas, além da
aderéncia e crescimento de outras espécies. Esse processo torna o perfil
microbiota predominantemente gram-negativo anaerobico.

Em um biofilme, as bactérias podem atuar como um entidade
multicelular quando umdeterminado nivel populacional é atingido. A
percepcao dessa densidade populacional pelas bactérias é resultado de
uma comunicacdointercelular, mediada pela producdo de sinais
moleculares sintetizados pelas células individualmente, chamados de
autoindutores (Als), (DAVIES, 2003; HALL-STOODLEY et al., 2004)
e detectados por receptoresespecificos. Esta comunicacdo permite as
célulasbacterianas regularem a expressdo de conjuntos de genes
especializados em resposta a densidade celular. Quando onivel critico
populacional ¢ atingido, caracterizando um “quorum”,as bactérias
passam aagir em grupo como um (nico organismo multicelular
(DAVIES, 2003). Este mecanismo ficou conhecido como “Quorum
Sensing” (CHA et al., 1998).

O comportamento coletivo pode trazer vantagens, como por
exemplo, a possibilidade de migracdo para ambientes com melhor oferta
de nutrientes e a adogdo de novos modelos de crescimento, tais como
esporulacdoou formacéo de biofilmes, o que propicia protegdo contra 0s
efeitos deletérios do ambiente (RICHARDS & MELANDER, 2009).
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Bactériasorganizadas em biofilmes passam a se beneficiar do
mecanismo de percep¢doda densidade populacional (quérum), ja que
agindo de forma comunitaria tornam-se capazes de resisir a agentes
convencionais de biocontroleque visam inibir a proliferacdo de
microrganismos patogénicos eque induzem, por consequéncia, 0
aparecimento de formas de resisténcia do patégeno (CHA et al., 1998).

Uma vez quea maioria das bactérias patogénicas existe na forma
de comunidades de biofilmes, o que reduz a eficacia dos antibidticos e
facilita a evolucdo de espécies resistentes (CARNIOL & GILMORE,
2004; GIRINDHARA UPADHYAYA, UMAPATHY, RAVIKUMAR,
2010), a descoberta de compostos capazes de inibir a formacdo de
biofilme atuando no mecanismo de QSfavorece o combate as infec¢des
microbianas, inclusive as doencas periodontal e peri-implantar.

A interrup¢dodo QS pelos inibidores ocorre por meio da
repressao da geracao do sinal, do bloqueio dos receptores de sinais ou da
degradacdo destes sinais (HENTZER & GIVSKOV, 2003).
Diferentemente dos antibidticos, os inibidores de QS ndo matam os
patégenos diretamente, apenas atuam na repressdo, bloqueio e/ou
degradacgéo dos sinais moduladores, interferimdo consequentemente na
viruléncia dessas bactérias.Isto implica em uma reducdo da pressao de
sele¢do e em menor possibilidade de desenvolvimento de resisténcia por
parte das bactérias (REN et al., 2001).

Apesar dessas vantagens, as informagdes sobre 0 mecanismo
de QS séo limitadas e a utilizacdo dos inibidores do QS ainda estd em
estagio pré-clinico (HENTZER & GIVSKOV, 2003). Uma classe de
compostos que desempenha este papel é grupo das furanonas
halogenadas naturais. Estes compostos foram inicialmente isolados da
alga vermelha Delisea pulchra e apresentaram atividade inibitoria contra
a formacdo de biofilme em Escherichia coli e Bacillus subtilis (REN et
al., 2001; REN et al., 2002). Seu mecanismo de atuagdo no QS, contudo,
ndo esta claramente definido. Alguns estudos relataram que sua atuagdo
ocasiona mudancas conformacionais por meio de degradacdo
proteolitica. (MOHAMED& HUANG, 2007). Outros autores acreditam
gue as furanonas atuam em mais de uma via do QS (REN et al., 2001,
HENTZER et al., 2002). Todavia, diversos trabalhos corroboram com o
fato de as furanonas apresentarem grande potencial de combate a
comunidades bacterianas. (HENTZER et al., 2002).

A dificuldade na obtencdo de furanonas naturais estimulou o
desenvolvimento de compostos semelhantes, de origem sintética, com
resultados promissores (HE et al., 2012) Dentre esses compostos e com
composicdo quimica semelhante a furanonas sintéticas, estdo as
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lactamas. A composicdo quimica desses compostos difere pelo fato de
as lactamas apresentarem um atomo de oxigénio proximo a carbonila,
enquanto que as furanonas, o atomo préximo ao anel central é de
nitrogénio (MANEFIELD et al 2002; HENTZER et al., 2003). Gragas a
essa similaridade estrutural, acredita-se que as lactamaspossam
apresentar potencial para a inibicdo de biofilme semelhante ao de
algumas furanonas naturais e sintéticas,, e por este motivo esta familia
de compostos foiescolhida para a realizacdo do trabalho hora descrito

Também como alternativa a antibidticos, nanoparticulas de
prata (NpAg) tem sido usada em diversos campos da medicina
(CHOPRA, 2007). Um exemplo, é aplicagdo em curativos para
infeccbes do tecido Osseo, possibilitando a redugdodo periodo de
administracdo concomitante de antibidticos sistémicos (SHAHVERDI et
al., 2007). Isto porque atua de maneira local no combate a infeccfes ja
gue apresentam grande solubilidade, reatividade quimica.

O mecanismo de acdo ainda ndo é completamente entendido
(LUBICK, 2008). Todavia, é sabido que as nanoparticulas de prata
atuam em um amplo espectro bacteriano, incluindo gram-positivas e
gram-negativas, por meio da competicdo com moléculas ligantes de
proteinas estruturais e funcionais desses grupos bacterianos e
apresentaram-se efetivas no combate a Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis e Steptococcus species (STEVENS et al.,
2009)

Contudo, vale ressaltar quea utilizagao clinica desses compostos
impde, como no caso de qualquer outro produto, que 0s mesmos ndo
agridam as células humanas. Para testar esta biocompatibilidade, as
técnicas que envolvem cultura celular sdo indispensaveis. Este tipo de
estudo tem como principal vantagem a facilidade de padronizacdo da
amostra, pois 0 pH, a temperatura, a tensdo de CO, e de O, e a pressao
de CO, podem ser controlados facilmente. Além disso, o modelo de
estudo de cultura de células possibilita a obtencéo de culturas idénticas e
tem baixo custo quando comparado a estudos in vivo (FRESHNEY,
1990).

1.3 Polimeros biodegradaveis e suas aplicacdes

Os copolimeros Poli (DL-lactido-co-glicolido) (PLGA) séo
biomateriais também muito utilizados na biomedicina, revestindo tubos,
cateteres urinarios, fios de sutura, fixacoes dsseas(MA, 2004; PARK et
al., 2005).
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No entanto, tais dispositivos geralmente causam infeccdes
bacterianas, o que limita suas aplicagbes clinicas (Sun,
RANGANATHAN, FENG, 2008). Além disso, por ndo apresentar
bioatividade, eles ndo se ligam ao tecido 6sseo nem promovem qualquer
mecanismo de formacdo de novo osso sobre a sua superficie apds a
implantacdo (WANG et al., 2004).

Entretanto, o revestimento dos polimeros com hidroxiapatita
por meio do processo biomimético confere aos implantes bioatividade
com o tecido dsseo, deficiente em célcio (OHURA, NAKAMURA,
YAMAMURO, 1991; DAROUICHE, 1999). Na ultima década, a
indistria e a comunidade académica despertaram interesse em
nanocompdsitos, que sdo obtidos por dispersdo de nanoparticulas
inorganicas em matrizes poliméricas. Isto porque a presenca de
nanoparticulas melhora as propriedades mecéanicas do material, como
resisténcia ao calor, permeabilidade a gases e biodegradabilidade dos
polimeros (NEO, KOTANI, NAKAMURA, 1992; BOCKSTALLER,
MICKIEWICZ, THOMAS 2005).

Polimeros com nanoparticulas de metal incorporadas sdo
interessantes por suas propriedades Opticas, elétricas, cataliticas e
biomédicas (TJONG, 2006). Nanocompdsitos biodegradaveis a base de
nanoparticulas metalicas como ouro, titanio e prata, sdo aplicados como
sensores ou transdutores no diagndstico e tratamento de doencas
(ALOISI et al., 2006; ALOISI et al., 2010).

Recentemente, foi demonstrado que a incorporagdo de
nanoparticulas de prata (NpAg) ao PLGA reduziu fortemente o
crescimento bacteriano.Em baixas concentragdes (30 a 700 ppm), estas
nanoparticulas sdo capazes de induzir mudancas morfoldgicas na
superficie do polimero e afetar a molhabilidade e rugosidade do mesmo
(LATTERINI et al., 2007), influenciando no processo de adesdo
bacteriana (LEE, NAGAHATA, HORIUCHI, 2006) e prevenindo a
formacéo de biofilme.
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2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo Geral:

Avaliar o potencial de utilizacdo de lactamas e NPsAgs
enquanto inibidores da formacdo de biofilmes sobre materiais
poliméricos visando a funcionalizacdo de dispositivos implantaveis.

2.2 — Objetivos Especificos:

a) Analisar a capacidade de inibi¢do da formacdo eadesdo de
biofilmes bacterianos das lactamas U21-1, U21-2, U27-2, e das NpAg;
sobre polimeros de PLGA-HA.

b) Analisar a citotoxicidade e a biocompatibilidade de tais
compostos e do polimero PLGA-HA frente a células humanas;
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ARTIGO

LACTAMAS E NANOPARTICULAS DE PRATACOMO
POTENCIAIS AGENTES ANTIBIOFILME E
ANTIMICROBIANQOS: ESTUDO IN VITRO

Este artigo estd formatado sob as normas da revista Journal of
Periodontology.






43

Nanoparticulas de Prata e Lactamas como potenciais agentes
antimicrobianos e antibiofilme: estudo in vitro

Armando Rodrigues Lopes Pereira Neto®
Lya Piaia”

Camila Quinetti Paes”

Aguedo Aragone®

Luismar Marques Porto®

Ricardo de Souza Magini®

Andréa de Lima Pimenta®””

%Centro de Ensino e Pesquisa em Implantes Dentarios -
CEPID,Departamento de Odontologia, CCS, Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), Campus Trindade, CEP: 88040-900,
Floriandpolis, SC, Brazil.

®Laboaratério de Tecnologias Intergadas - Intelab,Departamento
deEngenharia Quimica, CTC, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

Endereco para Correspondéncia:

Armando Rodrigues Lopes Pereira Neto

Rodovia Amaro Antonio Vieira 2463, apto 405C
88034-101 — Itacorubi, Floriandpolis — SC - Brasil
Tel: (48) 3209-9172 — (48) 9944-9909

e-mail: armandopn@gmail.com

* Permanent address: Cergy-Pontoise University, Department of
Biology


mailto:armandopn@gmail.com

44

RESUMO

Introducdo: Doencas que acometem os tecidos periodontais e peri-
implantares possuem etiologia bacteriana. Terapias mecanicas de
combate as infeccbes sdo comumente associadas a antibioticos
sistémicos ou locais, 0 que pode gerar resisténcia bacteriana. O objetivo
deste estudo é testar nanoparticulas de prata e lactamas, como potenciais
agentes para o controle de biofilme

Material e Métodos: Foram utilizados nanoparticulas de prata e trés
tipos de lactamas sintéticas. A capacidade de influenciar no controle do
biofilme sobre discos de PLGA-HA foi testada pelo ensaio de
guantificacdo de adesdo bacteriana e formacdo do biofilme, e
confirmado por analises de MEV. A biocompatibilidade em células
humanas foi avaliada para linhagens de queratindcitos (HaCaT) e
fibroblastos (HDFa). Testes de viabilidade celular (MTT e MTS), ensaio
Live/Dead, a microscopia confocal foram elencados para testar a
compatibilidade das nanoparticulas de prata (NpAg), das lactmas e do
polimero PLGA-HA.

Resultados: A viabilidade celular do polimero foi confirmada pelo
ensaio Live/Dead e a adesdo das células caracterizada por microscépio
confocal. Todos os compostos reduziram o biofilme em mais de 99% o
gue foi comprovado com as imagens obtidas pelo MEV. As lactamas
testadas apresentaram indices de viabilidade celular superiores as NpAg
(p> 0,05), e nas CIM todos os compostos apresentaram porcentagens de
sobrevivéncia celular que aprovam sua utilizag&o.

Conclusdo:Lactamas e nanoparticulas de prata apresentam potencial
para utilizacdo no tratamento da doenca periodontal e se associados ao
PLGA-HA podem atuar no tratamento de peri-implantites e como
barreira fisicas para processos regenerativos.
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1- INTRODUCAO

As doengas periodontais (DP) sdo processos infecciosos,
bactério-dependente e a severidade é regulada pela presenca de fatores
de risco, da resposta do hospedeiro. A prevaléncia aponta para de 80%
da populagdo como portadora dessa patologia (SUSIN et al., 2004;
SUSIN et al., 2005).Da mesma forma que nos tecidos periodontais, 0
desequilibrio da interacdo entre bactéria e hospedeiro provoca injdrias
aos tecidos que circundam os implantes osseointegraveis (DPi).Estas sdo
classificadas como mucosites quando limita-se a mucosa peri-implantar
e peri-implantite quando provoca reabsorcfes 0sseas(BERGLUNDH et
al. 1992; ERICSSON et al. 1992; ABREU et al. 2007; HEITZ-
MAYFIELD et al. 2008; ZITZMANN et al. 2008).

Um vasta microbiota é responsavel por essas destruicbes
teciduais. Dentre as bactérias responsaveis pelas DP e DPi, pode-se citar
a Tannerella forsythia, Tannerella denticola, Porfiromona gingivali
e,Enterococcus faecalis (Socransky et al. 1992; Rams et al. 1992). E.
faecalise uma bactéria gram-positivaeconsiderada umpatogeno
oportunista de diversas infec¢fes humanas, incluindo as DPs e DPi
(RAMS et al. 1992; YOUNG et al. 2001; SOUTO et al. 2006; SOUTO
& COLOMBO, 2008). O aparecimento de variascepas de E.
faecalisresistentes &  diversos  antibidticos  disponiveis  no
mercadolevouao aumento no nimero de estudos voltados a descobrir a
melhor forma de tratar e prevenir infec¢gdes por Enterococos (SUNG &
SONG, 2011).

Dentre as alternativas desenvolvidas a antibioticoterapia
convencional, tem ganhado destaque os inibidores de “Quorum sensing”
(QS) (CHA et al., 1998). Este € um mecanismo regulatorio responsavel
pelo controle de genes ligados a viruléncia bacteriana, que sdo ativados
ou desativados em toda a populacdo bacteriana quando onivel critico
populacional ¢ atingido, caracterizando um “quorum”. Desta forma o
QS orquestra comportamentos cooperativos, fazendo com que bactérias
passem aagir em grupo como um Unico organismo multicelular
(DAVIES, 2003).

Dentre as substancias que atuam no QS, a familia das lactonas
tem apresentado resultados importantes no controle do biofilme.Estes
compostos  foram isolados da alga vermelha Delisea pulchra e
apresentaram atividade inibitéria contra a formacdo de biofilme em
Escherichia coli e Bacillus subtilis (REN et al., 2001; REN et al., 2002).
Seu mecanismo de acdo ainda ndo é completamente entendido, porém
alguns estudos indicam que sua possam atuar induzindo mudancas
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conformacionais por meio de degradacdo proteolitica. (MOHAMED&
HUANG, 2007). Outros autores acreditam que as furanonas atuam em
mais de uma via do QS (REN et al., 2001; HENTZER et al., 2002).
Contudo é um consenso que, de alguma forma estes compostos atuam
em alguma etapa especifica do QS(HENTZER et al., 2002).

As Nanoparticulas de Prata (NpAg) tém também desempenhado
funcbes de combate a infecgbes com sucesso (CHOPRA, 2007). Foi
relatado que sua aplicacdo em curativos para infeccdes do tecido dsseo
diminui o periodo de administragdo de antibioticos sistémicos
(SHAHVERDI et al., 2007). Isto porque atuam de maneira local no
combate a infecgBes ja que apresentam grande solubilidade, reatividade
guimica. O mecanismo de acdo ainda ndo é completamente
compreendido (LUBICK, 2008). Apesar da controvérsia a respeito de
seu potencial citotdxico e aos mecanismos de a¢do, devido ao seu amplo
espectro, as NpAgs continuam sendo alvo de pesquisas visando
viabilizar sua utilizacdo na area da salide (STEVENS et al., 2009).

Toda utilizacdo de compostos antimicrobianos em medicina e
odontologia, se é dependente da utilizacdo de um carreador ou
suporte.Os copolimeros Poli (DL-lactido-co-glicolido) (PLGA) séo
biomateriais que podem desempenhar esse papel, devido sua
biocompatibilidade, capacidade de molhabilidade e resiténcia o que €
potencializado pela hidroxiapatita (HA) e seu efeito tampédo(MA, 2004;
PARK et al., 2005; Sun, RANGANATHAN, FENG, 2008).

O presente estudo visa avaliar um trio de lactamas sintéticas,
estruturalmente semelhantes as furanonas, e NpAg no controle de
biofilme de uma cepa de E. feacalis, bem como determinar a
citotoxicidade e a biocompatibiliade de tais compostos e do polimero de
PLGA-HA frente a linhagens celulares humanas.

2 -MATERIAL E METODOS

2.1 — Material biolégico e condicées de cultura

A linhagem bacteriana utilizada no estudo foi Enterococcus
faecalis(ATCC 19433). Cepas foram mantidas em TSB (Tryptic Soy
Broth) suplementado com glicerol (v/v) 20% a temperatura de -20 °C, e
rotineiramente cultivados em TSB. As condi¢Ges para a producdo do
biofilme para esta cepa foram previamente otimizadas (dados néo
apresentados) e serdo mencionadas quando necessario.
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As linhagens de células humanas utilizadas no estudo foram de
fibroblastos humanos dérmicos (HDFa) e queratindcitos humanos da
derme (HaCaT) (Sigma-Aldrich, St. Luis, EUA), os quais foram
adquiridos pelo Laboratério de Tecnologias Integradas - Intelab, da
Universidade Federal de Santa Catarina.

2.2 - Preparo dos discos de PLGA + HA

Os arcaboucos foram obtidos pela técnica de evaporacdo de
solvente. O copolimero de poli (acido lactico-co-glicdlico) — PLGA
(Boehringer Ingelheim), na proporcéo 82:18 (m:m), foi dissolvido em
cloroformio (Merck) (10% m/v) em temperatura ambiente. Apds a
dissolucdo completa do polimero, particulas de sacarose (Synth) (30%
m/v) com tamanho inferior a 1.000 um e de hidroxiapatita (20% m/v)
(Genius, Baumer, Mogi Mirin, Brasil) foram adicionadas. A solucéo foi
vertida em moldes de 6 cm?. Apés a evaporacdo do solvente &
temperatura ambiente, a sacarose foi removida com a utilizacdo de
alcool poli-vinilico (PVA) e os discos foram recortados de acordo com
as dimensdes das placas de culturas (5 e 10 mm de didametro). Em
seguida foram embaladas em sterile bag e esterilizadas em radiacdo
gama com carga de 20 kGy.

2.3 — Antibiofilmes testados

As lactamas utilizadas nesse estudo foram sintetizadas pelo
grupo de Prof. Luiz Claudio A. Barbosa, do Departamento de
Agroquimica, da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais (Fig. 1)
e utilizadas na concentracdo inibitéria minima (CIM) proposta por
Pimenta et al (2003).

As NpAg utilizadas nesse estudo foram fornecidas pela TNS
(Floriandpolis, Brasil) e apresentam-se como uma dispersao coloidal de
prata metdlica em meio aquoso, com pH de aproximadamente 4,0,
estabilizadas com moléculas orgéanicas e apresentando um tamanho
médio de particulas de 10nm, variando de 5 & 20 nm.
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Fig. 1 — Estruturaquimica da lactmas sintéticas utilizadas neste estudo.

2.4 — Ensaios de inibicdo de aderéncia e formacédo de biofilme

As cepas-teste foram cultivadas em meio TSB, a 37°C sem
agitacdo, até atingirem a fase exponencial tardia (~24h).Uma diluicdo de
10° deste pré-inéculo foiutilizada para semear o meio de cultura no qual
foram mergulhados os discos de polimeros a serem tesadosem presenca
ou auséncia das substancias inibidoras de biofilme. Apés uma incubacéo
de 24h em camara imida a 37°C, os polimeros foram transferidos para
eppendorfs contendo 1 ml de solucéo salina 0,9% estéril e vortexados
durante 5min. A suspensdo bacteriana assim obtida foi em seguida
diluidasucessivamente também em solugdo salina.

Aliquotas de 100 pl das diluicdes apropriadas foram
plaqueadasem meio Miller-Hinton e as placas incubadas a 37°C por
24h.Ap6s este periodo, foi realizada a contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC) para a quantificagdo do nimero de
bactérias aderidas aos discos de polimero e o nimero de UFCs/ml
calculado de acordo com as diluigdes. Cada ensaio foi realizado em
triplicata.

Foram considerados positivos para inibicdo de biofilme os
compostos que apresentaram pouca ou nenhuma interferéncia no
crescimento bacteriano, tendo sido capazes de reduzir a aderéncia e
formagéo de biofilme das linhagem-teste em no minimo 50%.
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2.5 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para analise por meio de MEV, as amostras foram lavadas com
PBS e fixadas em glutaraldeido 4% em PBS por 30min. Em seguida,
foram desidratadas em solucGes crescentes de alcool etilico (30, 50, 60,
70, 80, 90% GL e alcool absoluto) por 15min cada. A secagem em ponto
critico foi feita em um aparelho Bal-Tec CPD030 (Bal-Tec,
Lienchteinstein). As amostras foram recobertas com uma camada de
Ouro-Palladium e levadas para analise em MEV (Zeis DSM 940A Carls
Zeis, Alemanha), com o intuito de verificar a organizagdo do biofilme
sobre o polimero, na presenca ou néo de inibidores.

2.6 — Cultura de fibroblastos e gueratinécitos

Foram realizadas culturas dos fibroblastos HDFa e
queratindcitos HaCaT. Em seguida, inibidores de biofilme foram
aplicados a fim de se verificar sua biocompatibilidade com estas células
e seu comportamento espacial na presenca dos mesmos e do polimero de
PLGA-HA.

Antes do processo de descongelamento, 0 meio de cultura foi
aquecido em banho-maria para atingir uma temperatura préxima aos
37°C e evitar um choque térmico possivelmente danoso as estruturas
celulares. Apds, 5 ml de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Médium, Gibco) foram adicionados as garrafas de cultura.
Entdo, o criotubo contendo as células eternizadas foi descongelado em
temperatura ambiente. Apds o completo descongelamento, o criotubo foi
centrifugado em uma velocidade de 1000 rpm durante 2min e o
sobrenadante foi desprezado.

As células foram ressuspendidas em meio de cultura acrescido
de 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 1% de solucdo antibiética e
antifungica (PSA). Este conteudo foi despejado em uma garrafa de
cultura de 25cm®. Novamente, foi adicionado o meio de cultura
especifico acrescido de 10% de SFB e 1% de PSA. A garrafa foi levada
a incubadora a 37°C e 5% de CO; durante 1 h. Apds esse periodo, um
tapete de células foi visualizado no fundo da garrafa. O sobrenadante foi
desprezado e 5 ml de meio de cultura foram adicionados. A garrafa foi
levada novamente a incubadora e apés 24 h de descongelamento, o meio
de cultura foi trocado. A partir dai, a troca do meio foi realizada a cada
48 h. O processo foi repetido para ambos os tipos celulares (HDFa e
HaCaT).
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2.7 — Viabilidade celular

Com o intuito de analisar a viabilidade celular, utilizou-se o
teste colorimétrico MTT para 0s compostos € 0 MTS para o polimero
com ambas as células. Para tal, as células foram semeadas no dia 0 em
uma placa de cultura na proporcdo de 1x10° células por poco. Cada
lactama foi diluida em meio de cultura celular DMEM em 4 diferentes
concentracdes: 43,75; 87,5; 131,25 e 175 pg/ml.

Apos 24 h da semeadura, o meio foi trocado e foi adicionado o
meio de cultura celular completo contendo os compostos diluidos e as
placas incubadas por 24 h. Foram realizados controles-positivo (células
e meio), controles-negativo (meio) e um controle de DMSO. Todos os
testes foram realizados em triplicata.

Foi realizado o ensaio colorimétrico MTT [3 - (4,5-
dimethylthiazolyl-2) -2,5-difenil tetrazolium bromide] (Sigma Aldrich,
St Louis, MO, EUA) com pequenas modificagcBes para 0s compostos
(Mosmann, 1983; Sieuwerts et al., 1990). Para tanto, 0 meio foi
removido e 50 pl de solugdo de MTT (1 mg/ml) foram adicionados. As
placas foram reincubadas por 4 h. Depois disso, a solu¢do de MTT foi
removida e 100 pl de DMSO foram adicionados para dissolver os
cristais de formazana. As placas foram gentilmente agitadas, para
dissolucdo completa dos cristais. As medidas de absorbancia foram
realizadas por meio do espectrofotdmetro (Infinite M200, TECAN,
Austria GmbH, Grodig, Austria), a 540 nm, e as percentagens de células
vidveis foram calculadas em relacéo ao controle positivo, ndo tratadas.

Com o intuito de avaliar a proliferacdo desses tipos celulares
(HDFa e HaCaT) em contato com o polimero, foi realizado o ensaio
MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Células na densidade de 1x10° foram
semeadas sobre discos de PLGA-HA, em triplicata, e incubadas por 24
h. Em seguida, o meio foi gentilmente removido e as células foram
lavadas com PBS duas vezes. Apds, 300 pl de meio acrescidos de 60 pl
de solucdo de MTS foram dispensados sobre os discos e incubados em
estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds 1 h foi realizada a leitura da
absorbancia por meio de um leitor de ELISA, no comprimento de onda
de 490 nm.
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2.8 - Teste de viabilidade Live/Dead para o polimero PLGA-

HA

A viabilidade celular foi avaliada por meio do teste Live/Dead,
0 qual utiliza dois compostos fluorescentes (acetometoxi-calceina e
iodeto de propidio) para marcar células vivas e mortas, respectivamente.

Ao entrar nas células vivas, a acetometoxi-calceina é clivada
por esterases celulares e libera calceina (excitacdo/emissdo 495/515
nm), a qual fluoresce na cor verde e fica retida no interior da célula. O
iodeto de propidio penetra apenas em células mortas; ele intercala-se ao
DNA das mesmas e assume fluorescéncia vermelha (excitagdo/emissao
495/635 nm).

Assim, 5x10° células foram semeadas sobre um disco de
PLGA-HA em placas de 24 pogos, diluidas em 500 pl de meio de
cultura completo e incubadas por 24 e 48 h em estufa a 37°C e 5% de
CO,. Apds cada periodo, 2 ml de PBS estéril foram colocados em um
tubo falcon de 15 ml, e entdo foram adicionados 4 pl da solugdo A e 1 pul
da solucdo B e misture a solucdo final, que continha aproximadamente
2uM calcein AM e 4uM EthD-lIl. Esta solucdo de trabalho foi
adicionada diretamente as células. O meio de cultura foi removido e as
células foram lavadas 2 vezes com PBS. Entdo, foram adicionados 500
pl de solucdo e 50 pl de solucao de trabalho do Kit. As células, entdo,
foram incubadas em estufa por 45min e analisadas no microscépio de
fluorescéncia (Olimpus, Tokyo, Japdo).

2.9 - Teste de adesdo celular

Células na densidade de 5x10° foram semeadas sobre discos de
PLGA-HA em placas de 24 pogos, diluidas em 500 pl de meio de
cultura completo e incubadas por 24, 48 e 72 h em estufa a 37°C e 5%
de CO, Apobs os periodos experimentais, 0 meio foi removido e as
células foram lavadas 2 vezes com PBS pré-aquecido (pH 7,4). Em
seguida foram fixadas em formaldeido 3,7% diluido em PBS por 10min
a temperatura ambiente e depois lavadas novamente com PBS 2 vezes.
Os polimeros foram colocados no pogo de outra placa e cobertos com
uma solucdo de 0,1% Triton-X-100 diluido em PBS reagindo durante
5min.

Foram utilizados os corantes Faloidina para citoesqueleto e
Dapi para o nlcleo celular. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e
adicionadas a uma solu¢do com 500 ul de PBS+Albumina e 12 pl da
solucdo metandlica de faloidina por 20min em temperatura ambiente,
protegida de luz. Para a marcacdo do ndcleo celular, as amostras foram
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lavadas com PBS 3 vezes e incubadas com 1 pL de solu¢do de DAPI,
acrescidas de 999uLlL PBS por 30 segundos. Em seguida, foram lavadas
com solucéo de PBS-Tween 20 (400 pl de PBS e 200 ul de Tween 20)
por 5min. Essa lavagem foi repetida 3 vezes e por fim foi realizada uma
lavagem final com PBS.

2.10 - Analise estatistica

Para cada micro placa a leitura foi convertida em porcentagens,
com os valores controle considerados como 100%. Resultados para as
concentracBes dos tipos de furanonas e das NPAg foram tratados da
mesma maneira para a analise estatistica. Os dados foram expressos em
média + desvio padrdo(DP) e analisados por meio de ANOVA
juntamente com o Teste de Multipla Comparacdo de Bonfferoni para
testes com compostos e suas diferentes concentragbes e ANOVA
juntamente com o Teste t de Student, para os testes com o polimero
PLGA-HA. Os resultados foram considerados significantes quando
p<0,05.

3 - RESULTADOS

3.1 — Ensaios de inibicdo de aderéncia e de formacdo de
biofilme

Os resultados da analise quantitativa de inibicdo de aderéncia,
feita por contagem do nimero de UFCs/ml ap6s descolamento de
biofilme formado em presenca e auséncia dos inibidores foram
expressos em porcentagem (+ desvio padrdo) na Tabela 1. Todos 0s
compostos apresentaram notavel reducdo da presenca de bactérias em
biofilme. Os compostos da classe das lactamas apresentaram valores de
inibicdo de 99,57% + 5,83, 99,77% + 3,53 €99,86% + 9,54para, U 21-2,
U 27-2 eU 21-lrespectivamente. Os resultados das NpAg pouco
diferiram dos compostos sintéticos, o metal apresentou inibicdo de
99,91% + 1,23.
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Composto Composicao Concentragdo % Inibic&o de

Quimica Biofilme (DP)
U21-1 87,50 pg/ml 99,86 (+ 9,54)
U 21-2 87,50 pg/ml 99,57 (+ 5,83)
U 27-2 87,50 pg/ml 99,77 (+ 3,53)
NPAg -- 5 ppm 99,91 (+ 1,23)

Tabela 1 — Valores para inibicdo de aderéncia e adesdo de biofilme de E.
faecalis expressos em porcentagens + desvio padrdo, dos compostos testados na
CIM.

A morfologia superficial do polimero foi observada em imagens
obtidas pelo MEV e apresentou-se similar em todos os grupos (Fig. 2), o
gue mostra que as amostras de polimeros sdo homogéneas e que,
portanto, ndo ha interferéncia da superficie na aderéncia bacteriana.
Através destas imagens, foi possivel observar a formagdo de um
biofilme organizado nas amostras do grupo-controle e significativa
reducdo no nimero de bactérias nas amostras dos grupos expostos aos
agentes anti-biofilme e nos grupo das NpAgs, o que confirma os
resultados obtidos com os testes de inibicdo de aderéncia.
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Fig. 2 A-F —Imagens obtidas no MEV. A — apresenta a estrutura do disco de
PLGA-HA; B — imagem do grupo controle, mostra a formagéo de biofilme de
cepas de E. faecalis em auséncia de inibidores; C, D, E, F — imagens dos grupos
testados com os compostos U 21-1, U 21-2, U 27-2 e NpAg, respectivamente
onde pode ser observados diminutas micro coldnias bacterianas, comprovando a
eficacia desses compostos na inibi¢do de biofilme.
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3.2 —Testes de viabilidade celular

A viabilidade celular dos compostos foi acessada por meio do
teste colorimétrico MTT. As células HaCaT em contato com o composto
U 21-1 nas concentracbes de 43,75; 87,5 131,25 e 175
ng/mlapresentaram porcentagens de viabilidade celular de 91,35% +
0,15, 86,21% +0,54, 86,21 +0,64 e 83,24% +1,56 respectivamente
(Gréfico 1). Com exce¢do dos resultados obtidos com a concentracdo
de43,75 pg/ml, houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
entre 0 grupo experimental e o controle, indicando toxicidade celular,
apesar da alta taxa de células viaveis presentes.

O composto U 21-2 revelou-se toxico as HaCaT (p<0,05) nas
concentragBes de 131,25 e 175 ug/ml (taxa de viabilidade celular de
89,18% + 0,9 e 86,10% + 0,35 respectivamente). Ja o composto U 27-2
apresentou altas taxas de viabilidade celular em todas as concentragdes,
com diferenca estatisticamente significante apenas na concentracdo de
175u9/ml(83,51% + 1,73) (Graficos 1-3).

Ainda com relacdo as HaCaT, o grupo das NpAg apresentou
diferenca estatisticamente significante na comparagdo de todas as
concentragBes com o grupo-controle (taxas de viabilidade celular de
87,02% + 1,25, 87,83% + 2,12, 79,72% + 1,75 e 58,37% + 0,8 para as
concentracBes de 2,5, 5, 7,5 e 10 ppm, respectivamente), indicando que
este composto apresenta toxicidade aos queratindcitos em todas as
concentracdes testadas (Grafico 4).



56

1) U 21-1 (HaCaT) 2) U 21-2 (HaCaT)
150+ 150

% viabilidade celular
% wviabilidade celular

% wviabilidade celular
% viabilidade celular

Gréficos 1-4 — Valores expresso em porcentagem + desvio padrdo para
viabilidade de queratindcitos HaCaT para os compostos tratados. * indica
significancia estatistica quando comparado como controle (p<0,05). ANOVA e
Teste de Mdultipla Comparagdo de Bonfferoni.

Com relagéo a viabilidade celular dos fibroblastos (HDFa), ap6s
seu contato com o composto U 21-1, diferencas estatisticamente
significantes foram observadas somente quando usada a concentragdo de
10 mg/ml, na qual as células apresentaram taxas de viabilidade celular
de 86,50% + 3,47(Gréafico 5). O composto U 21-2, contraditoriamente,
apresentou boa viabilidade celular apenas na concentragdo de 5 mg/ml
(p<0,05), valores expressos no gréafico 6. Ja a lactama U 27-2 apresentou
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altas taxas de viabilidade celular, sem diferencas estatisticamente
significativas com relacdo ao grupo-controle para nenhuma das
concentragdes (Grafico 7). Esse dados mostram que 0s compostos ndo
apresentaram toxicidade a esse tipo celular.

As NPAg apresentaram, com os fibroblastos, resultados
semelhantes aos obtidos com a linhagem HaCaT, revelando-se tdxicas
em todas as concentracdes (Gréfico 8).

5) U 21-1 (HDFa) 6) U 21-2 (HDFa)
150+ 150+

% viabilidade celular
% viabilidade celular

% wviabilidade celular
% wviabilidade celular

Gréficos 5-8 — Valores expressos para porcentagem + desvio padrdo para
viabilidade de fibroblastos HDFa para os compostos tratados. * indica
significancia estatistica quando comparado como controle (p<0,05). ANOVA e
Teste de Mdltipla Comparagédo de Bonfferoni.
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Os resultados do teste com MTS estdo apresentados nos
graficos 9 e 10. Os valores da porcentagem de viabilidade celular
obtidos foram da ordem de 100% + 8,6 e 88,34% + 3,65 para as
linhagens HaCaT e HDFa respectivamente, sem apresentarem diferengas
estatisticamente significantes quando comparadas ao controle (p > 0,05),
indicando que o polimero ndo é citotdxico para HaCaT e HDFa.

9) HaCaT 10) HDFa
150+ 150+

% viabilidade celular
% wviabilidade celular

Gréficos 9 e 10 — Valores expressos para porcentagem + desvio padrdo. 9 -
viabilidade de queratindcitos HaCaT semeados sobre o polimero PLGA-HA; 10
— viabilidade de fibroblastos HDFa semeados sobre o polimero PLGA-HA.
Resultados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando
comparados como controle (p> 0,05). ANOVA e Teste t de Student.

O teste de viabilidade Live/Dead revelou, para a linhagem
HaCaT, imagens com fluorescéncia verde uniforme, indicando alta taxa
de viabilidade celular (Fig. 3A-C). O mesmo foi observado com a
linhagem de fibroblastos, contudo, pontos de fluorescéncia vermelha
foram visualizados 48 h ap6s o contato do PLGA-HA com estas células
indicando células mortas (Fig. 3D-F). Os resultados demonstram grande
viabilidade celular de ambas as linhagens apds serem semeadas sobre 0
PLGA-HA.
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24 h 48 h 72h

HDFa

Fig. 3A-F — Células semeadas sobre discos de PLGA-HA analisadas pelo
ensaio live/dead para os tempos experimentais 24, 48 e 72 h. A-C — imagens
live/dead de queratindcitos HaCaT; D-F — imagens live/dead de fibroblastos
HDFa. Células vivas coradas em verde, enquanto células vermelhas foram
coradas de vermelho. Alta concentragéo de células viaveis em todos os tempos
experimentais mostrando a compatibilidade do polimero.(Microscépio de
Fluorescéncia)

3.3 - Teste de adesdo celular

Ap6s 24, 48 e 72 h da semeadura de fibroblastos e
gueratindcitos, a morfologia e adesdo celular foram analisadas por meio
de microscopia confocal (Fig. 4). Observou-se crescimento e
espraiamento celular, compativel com células viaveis. Apés 24 h (Fig.
4A e D) ambos os tipos celulares apresentaram-se em fase de
espraiamento, com algumas células ainda ndo “achatadas”. Apds 48 h
(Fig. 4B-E) foi possivel observar as células completamente espraiadas,
além do inicio da migragdo das mesmas para o interior dos polimeros.
Decorridas 72 h (Fig. 4C-F), os queratin6citos comecaram a expressar
um agrupamento celular, enquanto os fibroblastos apresentaram
completa migracdo em direcdo ao interior do polimero.
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24 h 48h 72h

Fig. 4A-F - Células semeadas sobre discos de PLGA-HA analisadas por meio
do microscopio confocal para os tempos experimentais 24, 48 e 72 h. A-C —
imagens de queratindcitos HaCaT; D-F — imagens de fibroblastos HDFa. Nota-
se o0 espraiamento celular sobre o PLGA-HA com penetragéo para o interior do
polimero 72 h apds a semeadura (Fig. C e F).

4 - DISCUSSAO

As doencas periodontais (DP) e peri-implantares (DPi)
acometem cerca de 80% da populacdo mundial(Susin et al., 2004; Susin
et al., 2005). O principal fator etiologico destas doencas é a presenca de
uma vasta e complexa microbiota oral e estudos vém sendo
desenvolvidos para elucidar a relagdo dessa microbiota com o
surgimento e progressao das DP e DPi (Haffajee & Socransky, 2005).

Dentre as bactérias presentes no biofilme oral, destaca-se a E.
faecalis, cuja escolha como modelo de estudo para o presente trabalho
justifica-se  por ser a espécie mais comum de enterococcos e
responsavel por cerca 80-90 % das infecGes em humanos causadas por
estes patdgenos(Colombo et al., 1998;Young et al 2001; Souto &
Colombo, 2008; Gongalves et al., 2009; Ramos et al., 2012; Rams et al.,
2013;). Seu comportamento estd bem definido na literatura e por este
motivo, também, foi o microrganismo de escolha para este estudo.
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Quando as bactérias estdo sob a forma de biofilme, atuando em
conjunto, as terapias antimicrobianas sdo dificultadas. A utilizacdo de
antibidticos é importante na terapia periodontal (Socransky & Haffajee,
2005), contudo, seu uso indiscriminado pode aumentar a resisténcia
bacteriana. Além disso, estudos relataram que contra biofilmes
complexos como o dental, os antibidticos atuam apenas nas espécies
bacterianas periféricas (Sutherland, 1999; Socransky & Haffajee, 2002).

Diante desta dificuldade de controle bacteriano, alternativas de
combate a formacéo do biofilme, que ndo gerem mutacdes ou favorecam
0 aparecimento de resisténcia bacteriana, vém sendo estudadas. Uma
delas se da por meio da inibicdo do mecanismo de comunicagdo das
bactérias, que controla a formacdo de biofilme, o chamado “Quorum
sensing” (Cha et al., 1998).

Dentre os compostos capazes de influenciar no QS destacam-se
as furanonas sintéticas. Estudos revelaram &timos resultados quando
estes compostos foram utilizados para combater Staphylococcus aureus
e Esherichia coli (Kozminykh et al 1993;Ren et al., 2001). Brackman et
al (2011), ao utilizarem modelos in vitro ein vivo de biofilmes, relataram
gue agentes inibidores de QS potencializam a acdo de antibidticos, por
meio do aumento da susceptibilidade das bactérias presentes no biofilme
a0s mesmos.

No presente estudo foram utilizados compostos da familia das
lactamas, cuja similaridade na composicdo quimica quando comparadas
as furanonas indicam que sua capacidade de inibicdo do biofilme
bacteriano ocorra através da interferéncia no mecanismo de QS. Foi
objetivo desta pesquisa testar a capacidade de um trio de lactamas,
inéditos, em inibir a formacéo de biofilme de cepas de E. faecalis.sobre
a superficie do polimero PLGA-HA.

Os testes de quantificagdo da inibicdo de aderéncia e formacao
de biofilme, mostraram uma grande capacidade inibitéria das lactamas
na formagéo de biofilme sobre a superficie do polimero PLGA-HA (Fig.
2C-E). As reduc0es tiveram médias superiores a 99%, o que corrobora
com resultados de estudos que utilizaram furanonas e poliestireno
(Gottenbos 2000; Baveja et al 2004; Weng et al. 2012). Neste teste, as
lactamas foram utilizadas na concentracdo de 87,5 mg/ml, pois estudos
prévios indicam esta concentracdo como a Concentracdo Inibitéria
Minima de Biofilme (CIM) para estes compostos (dados néo
publicados).

As imagens obtidas por meio do MEV confirmaram os dados
do teste descrito acima (Figura 2C-F). Pode-se notar o nimero reduzido
de colbnias bacterianas aderidas nos polimeros dos grupos expostos as
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lactamas sintéticas. Baveja et al. (2004) recobriram polimeros com
compostos sintéticos da familia da furanonas e obtiveram resultados
semelhantes.

Estudos revelaram resultados satisfatérios quando furanonas
foram adicionados a resinas e cimentos iondmero de vidro (Weng et al.,
2012a, b). Entretanto, ainda ha escassez de trabalhos que comprovem a
aplicacdo desses compostos no tratamento da doenca periodontal. Tendo
em vista a capacidade de inibicdo de aderéncia e formacdo de biofilme
dos mesmos, novos estudos se fazem necessarios para o entendimento
do mecanismo de acdo destes compostos.

A capacidade antibacteriana das NpAg também foi testada, em
meio aquoso. Diferentemente das lactamas, que acredita-se atuar no
mecanismo regulatério do biofilme, as NpAgs sdo reconhecidas como
antimicrobianos convecionais, isto &, atuam sobre a viabilidade
bacteriana.Uma das propostas para seu mecanismo de acdo é de queos
fons de prata liberados pela NpAgs possamatuar combinando-se com o
fosfato das moléculas do DNA das bactérias, resultandona inativacdo da
sua replicag&o.

No presente trabalho optou-se por avaliar a capacidade das
NPsAgs em inibir a formagdo de biofilmes bacterianos, em detrimento
da analise de sua atividade antimicrobiana convenicional. Para isso, as
NPsAgs foram utilizadas nos testes aqui apresentados em concentragdes
subinibitérias, nas quais seu efeito sobre o crescimentobacteriano era
inferior ao efeito exercido sobre a aderéncia bacteriana (resultados
preliminares ndo apresentados). Isso porque esses compostos tem
comprovada atividade de resisténcia bacteriana. Os resultados dos testes
de aderéncia e inibi¢do de biofilme revelaram inibicdo de quase 100%
do biofilme. A Fig. 2F ilustra tais resultados, e demonstra diminutas
coldnias bacterianas sobre o polimero exposto a NpAg. Diversos estudos
apresentaram  resultados  semelhantes quanto a capacidade
antimicrobiana das NpAg (Lok et al 2007; Lee et al 2007; Zang et al
2008), contudo nosso estudo sugere que a interferéncia do composto foi
na formacdo do biofilme e ndo matando bactérias, eliminando e/ou
diminuindo a possibilidade de resisténcia bacteriana (Sondi, Salopek-
Sondi, 2004; Lok et al., 2006).

Atualmente ndo existeconsenso quanto aos valores ideais de
concentracdo inibitéria minima (CIM)para as nanoparticulas de prata
(Chopra,2007). O autor ressalta a existéncia de estudos que, mesmo
seguindo os pardmetros estabelecidos pela NationalCommitee for
clinical Laboratory Standads(NCCLS, Pennsylvania, USA) e pelo
ComitéEuropeu de Testes de  SuscetibilidadeAntimicrobianos
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(EUCAST), demonstraramresultados diversos. O autor ainda justifica a
utilizacdo de uma altadosagem do produto (70-100 ppm) pelo receio de
a administracdo de subdoses poder estimular o aparecimento de
microrganismosresistentes.

Autores sugerem valores de CIMentre 8 a 80 mg/Lem estudos
desenvolvidos utilizando S. aureus. em uma concentracéo inicial de 100
UFC (Ug, et al. 2003, O"Neill & Chopra 2004; Hamilton-Miller, et al.
1993). Berger et al. (1976) e Thibodeau et al. (1978)obtiveram valores
de CIM entre 0,68 ppm e 20 ppm utilizando outro parametro de medida.
Sondi e Salopek-Sondi (2004) sugeriram que a diferenga nos resultados
esteja relacionada & utilizacdo de diferentes metodologias, ja que
osconstituintes do meio de cultura podem influenciarnos efeitos dos ions
de prata sobre osmicrorganismos.

A concentracdo utilizada neste estudo foi de 5 ppm, baseada em
estudos preliminares cujos resultados indicaramque nessa concentracao
o efeito das nanoparticulas de prata sobre o biofilme de E. faecalis
sobrepunha-se ao seu efeito antimicorbiano convencional (resultados
nao apresentados).

Os resultados apresentados revelaram a capacidade de agéo
sobre o biofilme de E.faecalis, tanto das lactamas sintéticas quanto das
NpAgs. Este estudo é pioneiro na comparacdo destes dois tipos de
compostos com pontencial aplicagio no combate as infeccOes
bacterianas, as lactamas, que atuam potencialmente via interferéncia no
mecanismo de QS, e as NPsAgs, cujo mecanismo de inibicdo de
biofilme nas concentragBes subinibitorias aqui testadas é ainda
desconhecido.

Contudo, para utilizagdo destes compostos como
antibacterianos ou antibiofilme, é necessario que eles ndo apresentem
acdo toxica contra células humanas (Cooper & Johnson, 1991). O
presente estudo testou a compatibilidade desses compostos com
queratindcitos efibroblastos humanos. Estas linhagens sdo apontadas na
literatura como as principais constituintes dos tecidos moles periodontal
e peri-implantar (Loe et al, 1971). Além disso, a utilizacdo de duas
linhagens celulares humanas nos testes de citotoxicidade aumenta a
confiabilidade dos resultados obtidos para os compostos testados.

Para avaliar a toxicidade das lactamas e NpAgs contra células
humanas, foi utilizado o ensaio MTT. A leitura dos valores de
absorbancia das células em contato com as lactamas revelou alto indice
de viabilidade (> 80%). Taxas de viabilidade superiores a 70%
caracterizam “baixa toxicidade” do composto e confirmam que o mesmo
esta dentro da escala de utilizacdo segura (Cao et al 2010; Baveja et al
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2004). Este é o primeiro estudo a utilizar estes tipos de lactamas e, a
partir dos resultados obtidos, sugere-se que tais compostos apresentem
um potencial para serem utilizados como agentes inibidores do biofilme.
Cabe ressaltar que, na concentragdo de 5 mg/ml (CIM), apenas o
composto U 21-1 apresentou diferenga estatisticamente significante
quando comparado ao grupo controle (p <0,05) quando testado em
queratindcitos (Grafico 1).

A viabilidade das células em contato com as NpAg, apresentada
nos graficos 4 e 8, foi alta para ambos os tipos celulares, quando
utilizadas concentracdes inferiores a 10 ppm (viabilidade > 70%).
Contudo, os testes estatisticos mostram diferencas significantes entre
todas as concentragcbes das NpAgs quando comparadas ao controle
(Gréficos 4 e 8). Tal fato pode ser explicado pelo baixo DP que os testes
apresentaram e ndo deve desestimular a continuacdo dos estudos para
utilizagdo deste composto.

Polimeros biodegradaveis sdo utilizados em diversas areas da
medicina e odontologia (Ma, 2004; Park et al., 2005). A incorporacédo de
agentes antibiofilme e antibacterianos a estes polimeros é relatada como
uma alternativa de combate a infec¢Bes. Para que tenham aplicagdo
clinica favorecida, estes polimeros devem possibilitar a adesdo e
proliferacdo, além de ndo comprometer a viabilidade celular.

Neste estudo, optou-se pela utilizagdo de um polimero de
PLGA acrescido de hidroxiapatita (HA) pois estes apresentaram
resultados satisfatorios para viabilidade e proliferagdo celular (Pereira-
Neto, 2010).

A citotoxicidade do PLGA-HA frente as células humanas foi
avaliada por meio de ensaio MTS, o qual ndo revelou diferencas
estatisticamente significantivas entre porcentagem de células viaveis
sobre 0 PLGA-HA e o grupo controle para as linhagens de
queratindcitos e fibroblastos (Graficos 9 e 10). Esses resultados
corroboram com estudos ja realizados (Fortunati et al. 2011; Cheng et
al., 2012) que, ao analisarem o comportamento de fibroblastos,
osteoblastos e células mesenquimais indiferenciadas frente ao mesmo
polimero, obtiveram resultados semelhantes. A viabilidade celular foi
confirmada por meio do teste Live/Dead, que revelou predominéncia de
células viaveis (fluorescéncia verde) nos periodos testados.

A adesdo celular foi avaliada por meio da microscopia confocal.
Utilizou-se a faloidina para marcacdo do citoesqueleto, pois este é o
principal responsavel pelo processo de adesédo celular (Freshney, 1990).
A marcagdo do nucleo foi feita com DAPI, e quando este apresentava-se
integro, foi considerado nao haver alteragdes funcionais.
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A partir das imagens obtidas, foi possivel observar o inicio da
adesdo celular no periodo de 24 h (Fig. 4A-D), para fibroblastos e
queratindcitos com ligeiro espraiamento. Apds 48 horas, foi notado
completo espraiamento celular (indicativo de adesdo), com principios de
agrupamento e penetracdo no polimero (Fig. 4B-E). Apos 72 h, observa-
se migracgdo celular para o interior do polimero indicando que o PLGA-
HA néo afetou realmente o citoesqueleto.

4.1 — Perspectivas futuras
5- CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que as
lactamas e as NpAgs apresentam grande potencial de ac¢do antibiofilme
contra E. faecalis,.

No que diz respeito a uma possivel utilizacdo terapéutica destes
compostos os testes de toxicidade em presenca de células humanas
mostraram que na CIM, as lactamas e as NpAgs apresentam alto indice
de viabilidade celular, para os principais tipos celulares que compdem o
periodonto de sustentacdo. Sugere-se que mais estudos sejam
desenvolvidos a fim de avaliar seu efeito no tratamento das doencas
periodontais, todavia com os resultados apresentados.

O polimero PLGA-HA, por possibilitar a proliferacdo,

penetracdo e adesdo celular, torna-se um possivel carreador para
utilizacdo destes agentes antimicrobianos e antibiofilme. A aplicacéo
desse dispositivo sobre componentes protéticos de implantes
osseointegraveis, além de barreira fisica para 0 processo de regeneracao
tecidual e Ossea, é vislumbrado, potencializando resultados de terapias
antibacterianas e prevenindo infeccdes.
Tomados em conjunto, estes resultados indicam que as lactamas e as
NPsAg apresentam um bom potencial para utilizacdo na terapia
antibacteriana em dispositivos implantaveis, possivelmente combinadas
a carreadores tais como o0 PLGA-HA.






CAPITULO IV
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