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RESUMO

O aprimoramento recente das técnicas que envolvem o desenvolvimento
de nanofibras e o processo de eletrofiagdo a partir de polimeros tém
resultado em novos materiais com funcionalidade controlada e grande
potencial de aplicacio na 4area de biomédica. As membranas,
comumente utilizadas em técnicas reconstrutivas, devem apresentar
biocompatibilidade, permeabilidade seletiva, biodegradagdo controlada,
estabilidade dimensional e permitir a adi¢do de substincias como
antimicrobianos e bioestimuladores. Nesse contexto, 0 objetivo deste
trabalho foi desenvolver e analisar a atividade de membranas
funcionalizadas com antibiofilme na prevencdo da formacdo de
biofilmes de Streptococcus mutans em membranas eletrofiadas de
PLGA. As nanofibras de PLGA foram preparadas com diferentes
aditivos: Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (tea tree) e Coffea
canephora, furan-2(5H)-ona e uma nova lactama sintética, em trés
diferentes concentragdes prgressivas (0.002, 0.004 and 0.008% wi/v). As
amostras de membranas foram caracterizadas por MEV, FTIR-ATR e
CG-MS e expostas a culturas de S. mutans. Apds 24 h e 48 h de
incubagdo, determinou-se 0  crescimento  planctbnico  por
espectrofotometria e a formag&o de biofilmes foi avaliada por contagem
de unidades formadoras de colénia (UFC-ml™"). A citotoxicidade dos
novos biomateriais foi avaliada pelo ensaio de MTS, através da
guantificacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas da placenta humana (CTMPs) viaveis, cultivadas sobre as
membranas de nanofibras funcionalizadas. O MEV revelou
caracteristicas de morfologia, e membranas livre de beads. Os resultados
de FTIR-ATR mostraram que ndo foram detectados residuos de
solventes nas membranas, mas os resultados de GC-MS mostraram que
N,N-dimetilformamida e dimetilsulféxido estavam presentes como
residuos nas membranas apds a funcionalizagdo. Os resultados da
formacéo do biofilme indicaram uma reducdo significativa de ligacdo
bacteriana as superficies das membranas funcionalizadas (ANOVA e
teste post-hoc de Tukey com nivel de significancia de p <0,05). Os
resultados da citotoxicidade mostraram que as membranas
funcionalizadas com furanona ndo demonstraram diferenca estatistica
significativa na viabilidade celular em comparacdo com as membranas
controle.

Palavras-chave: Inibidores de biofilme. Lactamas. Eletrofiagdo. PLGA.
Adesdo bacteriana. Streptococcus mutan.






ABSTRACT

Membranes of various polymers have been studied and used in several
fields. One of the applications that receive more attention of researchers
is the medical area, in the search for biocompatible materials with
differentiated properties. In this context, poly (lactic acid-co-glycolic
acid) (PLGA) electrospun nanofibers have been studied as very
promising materials for medical applications. One of these applications
is related to the inhibition of biofilm formation in membrane surface.
The aim of this work was to develop and analyze the activity of
antibiofilm functionalized membranes in preventing Streptococcus
mutans biofilm formation on PLGA electrospun membranes.

PLGA nanofibers were prepared with different additives: Melaleuca
alternifolia (tea tree) and Coffea canephora essential oils, furan-2(5H)-
one and a novel synthetic lactam, in three concentrations (0.002, 0.004
and 0.008% wi/v). Membrane samples were characterized by SEM,
FTIR-ATR, and CG-MS and exposed to S. mutans cultures. Following a
24 h and 48 h incubation period, planktonic growth was determined by
spectrophotometry and biofilm formation was evaluated by colony
forming units (CF U-ml_l) counts. Cytotoxicity of the new biomaterials
was assessed by MTS assay, through the quantification of viable
placenta-derived stem cells (p-SCs) grown over the functionalized
nanofibrous membranes. Observation of the electrospun membranes on
SEM images revealed the smooth and bead-free morphology of the
nanofibers. No solvent residues were observed by FTIR-ATR but the
GC-MS  results showed that N,N-dimethylformamide and
dimethylsulfoxide were present as residues in the membranes after
functionalization. Biofilm formation results exhibited a significant
reduction in the bacterial attachment to the functionalized membrane
surfaces (ANOVA and Tukey's post-hoc test with a significance level of
p<0.05).Cytotoxicity ~ results  showed that furan-2(5H)-one-
functionalized membranes demonstrated no statistically significant
difference in the cell viability compared to the control membranes.
indicating no influence on cell proliferation and a promise in prevention
of biomaterial associated infections and provide tissue cell integration.

Keywords: Biofilm Inhibitors. Lactams. Electrospinning. PLGA.
Bacterial adhesion. Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

Nanofibras poliméricas podem ser processadas por um grande
nimero de métodos, incluindo a separacdo de fase, estiramento
mecanico, contra moldagem, auto moldagem e, por fim, a eletrofiacdo.
O processo de eletrofiagdo, em especial, ostenta significativo potencial
comercial devido a sua metodologia de baixo custo, produzindo
nanofibras a partir de uma grande variedade de materiais, de forma
reprodutivel e de facil construcdo. As nanofibras tém sido empregadas
em muitas areas e confeccionadas a base de polimeros naturais, Gnicos
ou em sistema de blendas poliméricas, impregnados de nanoparticulas
ou medicamentos, e precursores ceramicos (RAMAKRISHNA et al.,
2005).

A definicdo de nanofibras, contextualizado em ambito téxtil, sdo
de fibras com didmetros inferiores a 500 nm, onde se encontram os
nanotubos e nanoparticulas. O reduzido didmetro e morfologia das fibras
resultam em grande area superficial, poros de tamanho reduzido e
estrutura em escala nanométrica, com uma vasta possibilidade de
funcionalizagdo, fazem das nanofibras eletrofiadas promissoras a uma
grande gama de aplicagdes (RAMAKRISHNA et al., 2006).

O aprimoramento recente das técnicas que envolvem o processo
da eletrofiacdo a partir de polimeros tem contribuido com o
desenvolvimento crescente de pesquisas na area da funcionalidade
controlada e, consequentemente, em um grande potencial de aplicagdo
destas nanofibras eletrofiadas, inclusive na area de biomédica. Agentes
reparadores de tecidos e oOrgdos, arcabougos celulares, vetores de
liberagdo de farmacos e terapias, implantes biocompativeis e
biodegradéveis, produtos de diagndstico e instrumentagdo, protetores
contra agentes infecciosos ¢ membranas envolvidas em técnicas
regenerativas, sdo alguns exemplos (SPASOVA et al. 2007; COREY et
al., 2008; INANC et al., 2009).

No ambito odontoldgico, o sucesso de um tratamento reabilitador
através de proteses dentarias sobre implante depende em grande parte da
quantidade dssea existente nos sitios de instalacdo dos mesmos. No
entanto, uma grande parcela dos casos apresentam dimensdes Osseas
insuficientes devido as reabsor¢des, injirias ou trauma na regido
(CHIAPASCO, 2009). Logo, o emprego de técnicas reconstrutivas,
como a da Regeneragio Ossea Guiada (ROG), faz-se necessario. Nesses
casos, a utilizacdo de uma barreira fisica tecidual é empregada para
proporcionar migragdo celular seletiva, evitando a invasdo de
fibroblastos nos sitios de cicatrizagdo, de modo a alcancar a almejada
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formacdo o6ssea (DAHLIN er al., 1988; SALONEN; PERSSON, 1990).

As membranas, comumente utilizadas como barreira fisica
tecidual nas técnicas reconstrutivas, devem apresentar caracteristicas
como: biocompatibilidade, permeabilidade seletiva, biodegradagdo
controlada, estabilidade dimensional e rigidez adequadas para funcionar
como mantenedora de espaco, facilidade de manejo cirtirgico, além de
permitir a adicdo de substidncias como antimicrobianos e
bioestimuladores (RETZEPI; DONOS, 2010).

Os acidos polilaticos (PLA) possuem biocompatibilidade, alta
resisténcia, comportamento termoplastico, e degradagdo lenta. O acido
poliglicélico (PGA) exibe boas propriedades mecanicas e seu principal
uso ¢ como material de suporte. Sabendo-se que a combinagdo de
polimeros permite melhorar as propriedades fisicas e quimicas das
membranas, mostrando-se como uma boa alternativa para a obtencdo de
um material com as propriedades desejadas, o 4cido polilatico co-
glicolico (PLGA), uma combinagdo do acido polilatico e poliglicélico,
torna-se uma opg¢do adequada para o uso em procedimentos
reconstrutivos (GENTILE et al., 2014).

O sucesso de qualquer tratamento regenerativo/reconstrutivo
depende de um processo de cicatrizagdo livre de infec¢des. A adesdo e
colonizag@o bacteriana podem resultar no desenvolvimento de infec¢do
e consequente falha do tratamento regenerativo. Como forma de
tratamento, os agentes antimicrobianos reduziram significativamente a
carga de processos infecciosos, porém esse progresso tem sido
ameacada pela crescente incidéncia de resisténcia microbiana aos
antibidticos (CEGELSKI et al, 2008; CONSTERTON, 1999;
BARCZAK; HUNG, 2009; RASKO; SPERANDIO, 2010).

A resisténcia microbiana aos antibidticos convencionais
desencadeou uma nova demanda em busca de estratégias no controle
microbiano, essencialmente as que favoregam terapias dirigidas contra a
aderéncia bacteriana, a substratos bidticos e abidticos, em detrimento
daquelas dirigidas contra a viabilidade dos microrganismos. Essas
estratégias, ditas ndo convencionais, associam a vantagem de tratar
infeccdes em seus estagios iniciais, como adesdo e maturagdo
bacteriana, ao baixo risco de indugdo de resisténcia ao tratamento na
populagdo-alvo (SUBRAMANI et al., 2009)
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1.1 OBJETIVOS

Com base no que foi discutido e dando continuidade a
trabalhos anteriormente desenvolvidos, propde-se como objetivos o
seguinte:

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de membranas de nanofibras de PLGA, por
eletrofiacdo, com a incorporagdo de antibiofilmes, visando propositos
terapéuticos contra a colonizacdo bacteriana sobre materiais biomédicos.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Eletrofiar membranas de PLGA/ DFM/ aditivos utilizando parametros
de eletrofiacdo ideais ao objetivo proposto;

2. Incorporar os compostos antibiofilme em 3 concentragdes
progressivas (0.002, 0.004 e 0.008 % w/v);

3.Caracterizar fisico e quimicamente as melhores membranas
poliméricas de PLGA com propriedade antibiofilme;

4. Analisar o potencial de inibi¢do e adesdo de biofilme, bem como a
influéncia no crescimento planctonico bacteriano das membranas
bioativas;

5. Avaliar, por meio de andlises in vitro (viabilidade celular), a resposta
celular de células tronco derivadas de placenta humana frente as
membranas antibiofilme de PLGA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ELETROFIACAO

Dentre os métodos para gerar nanoestruturas em formato de
fibras, a eletrofiacdo fornece a abordagem mais simples na aquisi¢ao de
nanofibras longas, com diametro uniforme e composi¢do diversificada.
Contudo, é imprescindivel o dominio de cada sistema em estudo, bem
como as melhores condi¢des de processamento de cada um em questdo.
Portanto, dominar o processo ¢ as variaveis do mesmo ¢é fundamental
para se conseguir bons resultados.

O termo eletrofiacdo deriva de fiagdo eletrostatica, ¢ seu uso ¢
relativamente recente (inicio da década de 90); porém, a idéia
fundamental foi gerada ha aproximadamente 80 anos atras. Formhals
publicou uma série de patentes, descrevendo os fundamentos
experimentais para produgdo de filamentos poliméricos usando forga
eletrostatica. Reneker e Chun, na década de 1990, retomaram o interesse
nesta tecnologia, mostrando a possibilidade de fiagdo de uma gama de
solugdes poliméricas nos anos 90 (FRENOT & CHRONAKIS, 2003).

A eletrofiagdo pode ser aplicada a uma gama de polimeros que
sdo convencionalmente fiados como poliamidas, poliésteres e acrilicos
bem como biopolimeros como proteinas, DNA, polipeptideos e
polissacarideos.

Os acessorios basicos de um aparato de eletrofiacdo incluem:

1: Um tubo capilar acoplado a uma agulha de didmetro reduzido;

2: Gerador fonte de alta voltagem;

3: Coletor metéalico.

O processo baseia-se em um eletrodo conectado a fonte de alta
voltagem que se estende até o tubo capilar contendo a solugdo
polimérica; enquanto que, outro eletrodo ¢ fixado em um coletor de
metal, normalmente uma placa de cobre ou de aluminio. O tubo capilar e
o coletor sdo geralmente mantidos a uma pequena distdncia um do outro
e, durante os ensaios, a solugcdo de polimero ¢ for¢ada a escoar pelo
&mbolo da seringa até a agulha, por gravidade ou por pressdo de uma
bomba dosadora no émbolo. Inicialmente, como resultado da tensdo de
superficie, uma gota da solugdo fica pendente na ponta da agulha, com
uma carga liquida diferente de zero devido a agdo do campo elétrico.
Por sua vez, cargas de repulsdo, na superficie do coletor, causam uma
forca diretamente oposta a tensdo de superficie.

Com o aumento do campo elétrico a valores criticos, as forgas
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eletrostaticas superam a tensdo superficial dando origem a um jato
conico do fluido que ¢ ejetado, conhecido como cone de Taylor. Ao
contrario do processo convencional de fiagdo, o jato ¢ estavel somente
préximo da ponta da agulha; depois disso, o jato apresenta instabilidade
a caminho do coletor, com carga elétrica oposta. No tempo entre a saida
da seringa e o depodsito no coletor, o solvente apropriado evapora e
fibras secas sdo depositadas. O alinhamento das fibras pode-se ser
variavel, apresentando configuragdes regulares ou irregulares, em
distintos graus de ordem e direcdo (SCHIFFMAN & SCHAUER, 2008).

Embora o principio da eletrofiagdo consista em uma técnica um
tanto quanto simploria, o processo em si mantém consideravel
complexidade tomado em consideragdo o numero de parametros que
influenciam o formato, o didmetro e as dimensdes da fibra resultante.
Nanofibras com caracteristicas ideais ostentam didmetros com valores
estaveis, superficie da fibra livre de defeitos ou com defeitos
controlaveis associada a nanofibras continuas.

Dentre os muitos pardmetros que podem influenciar a
transformacdo das solugdes poliméricas em nanofibras, podemos
diferencid-los em parametros envolvidos nas condigdes de processo,
propriedades da solu¢do e parametros ambientais. A solugdo pode
alternar varios fatores, tais como viscosidade, condutividade elétrica e
tensdo de superficie. Ja as condi¢des de processo, sofrem influéncia da
for¢a do campo elétrico aplicado, a distancia entre a agulha e o coletor, e
a taxa de vazdo da solug@o polimérica. Dentre os pardmetros ambientais
podemos citar a temperatura da solucdo, umidade e velocidade do ar
(HUANG et al., 2003).

2.2 MICROBIOTA ORAL

O ambiente bucal assemelha-se a outros habitats do corpo
humano, especialmente por apresentar uma microbiota caracteristica. A
composi¢do e atividade das distintas comunidades microbianas s&o
ditadas mediante as condi¢des ambientais especificas (FAUST et al,
2012).

A microbiota cresce nas superficies orais como comunidades
metabolicamente organizadas de espécies que interagem entre si,
intitulando-se ~ de  biofilme (ZIINGE et al, 2010). As
propriedades dessas comunidades de biofilme distinguem-se nao
somente pela sintese dos organismos ali presentes. Tais comunidades
apresentam-se em equilibrio dindmico com o ambiente e, sdo passiveis
de um significativo rearranjo, tanto na composi¢cdo quanto na atividade
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metabolica, em resposta a mudangas na biologia oral e no estilo de vida
do individuo (CRIELAARD et al., 2011).

Embora intimeras variagcdes referentes a microbiota possam ser
encontradas, um microbioma oral foi proposto e inclui representantes
dos seguintes géneros: Streptococcus, Veillonella, Granulicatella,
Neisseria, Haemophilus, Corynebacterium, Rothia, Actinomyces,
Prevotella, Capnocytophaga, Porphyromonas e Fusobacterium
(ZAURA et al., 2009). Tal composigdo diversa, ostentando consistentes
diferengas, deve-se as variagdes nas propriedades ambientais.

A microbiota residente depende de moléculas hospedeiras
complexas, tais como proteinas e glicoproteinas para nutri¢do. Estas sdo
catabolisadas por comunidades bacterianas, de forma orquestrada e
sequencial,  resultando no  estabelecimento de  inumeras
interdependéncias nutricionais (MARSCH et al., 2014).

Bactérias encontradas nas fissuras oclusais, por exemplo, sdo
predominantemente Gram positivas (especialmente  Streptococci),
facultativamente anaerdbias e metabolizam agucares provenientes da
dieta do hospedeiro.

Ja, o biofilme gengival saudavel contém muitas espécies Gram-
negativas e, obrigatoriamente anaerobicas, com metabolismo
proteolitico, que sofrem influéncia principal do fluido crevicular
gengival. Essa distribuicdo ¢ uma evidéncia de que a composi¢do e o
metabolismo da microbiota em um determinado sitio ¢ sensivel e
responsiva ao ambiente oral, e mais ainda, que existe relagdo dindmica
entre ambos (MARSCH et al, 2014).

Como em outros habitats do corpo humano, a relagdo entre a
microbiota oral e o hospedeiro estabelece-se a partir de vinculos
mutualista. Os microrganismos sdo mantidos em ambiente que dispde de
ampla matriz diversificada de moléculas nutritivas, e os mesmos, por
sua vez, fornecem beneficios para o hospedeiro. Existem evidéncias de
comunicacdo ativa entre algumas das bactérias residentes e as células
hospedeiras. Porém, os mecanismos bioldgicos precisos envolvidos no
determinado "crosstalk" ainda estdo sendo determinados (SMITH &
GARRET, 2011; IVANOV & HONDA, 2012).

Algumas bactérias regulam a implantagcdo, atividade e
performance de células do sistema imune do hospedeiro, enquanto
outras promovem uma resposta inflamatdria “controlada”. Tal reagdo
ameniza respostas pro-inflamatérias potencialmente prejudiciais a
microbiota oral residente enquanto poupa o hospedeiro, mantendo sua
habilidade de responder a insultos microbianos genuinos (COSSEAU et
al., 2008).
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A microbiota oral residente contribui para o sistema de defesa do
hospedeiro, impedindo o estabelecimento de muitos microrganismos
exogenos que o hospedeiro mantém contato em uma base diaria. Essa
"resisténcia a colonizacdo" ¢ consequéncia da microbiota oral natural
estar melhor adaptada, apresentando metabolizagdo mais eficiente dos
nutrientes disponiveis e producdo de fatores inibitorios, assim
propiciando ambientes hostis que restringem a colonizagdo por
invasores microbianos em potencial (MARSCH et al., 2014).

2.3. BIOFILME — MICROBIOTA ORQUESTRADA

O processo inicial de aderéncia bacteriana ocorre de forma
organizada: minutos apos a higiene bucal, forma-se a pelicula adquirida
nas superficies — dentes, implantes ou nas membranas, quando expostas.
Em uma etapa seguinte a formacdo da pelicula adquirida, as células
bacterianas que estavam reversivelmente fixadas a superficie, se unem
irreversivelmente a ela e passam a secretar a matriz extracelular que ird
estruturar o biofilme. Novas bactérias planctdnicas sdo recrutadas e
incorporadas ao biofilme, embebidas em uma matriz altamente hidratada
de exopolimeros bacterianos e se proliferam até adquirirem a forma de
microcolonias aderidas. Apds a maturagdo do biofilme, algumas
bactérias da periferia passam do estado séssil para o estado flagelar
moével, possibilitando a colonizagdo de um novo ambiente
(LISTGARTEN, 1972; LISTGARTEN; MAYO; TREMBLAY, 1975;
LISTGARTEN, 1976).

Biofilmes estabelecem-se como estruturas complexas e mais
tolerantes aos inibidores, pois além da penetracdo restrita de agentes em
suas camadas mais internas, taxa de crescimento lento e um fendtipo
alterado da superficie, ele conta com suporte adicional, a protegdo
cruzada de células vizinhas. Estudos mostram que bactérias organizadas
em biofilmes sdo capazes de sobreviver ao tratamento com antibidticos
em concentra¢des até milhares de vezes maiores que a concentracio
minima inibitéria determinada para culturas das mesmas bactérias em
suspensdo (CERI et al., 1999).

Em um biofilme, as bactérias podem atuar como uma entidade
multicelular quando um determinado nivel populacional ¢ atingido. A
percepcao dessa densidade populacional pelas bactérias € resultado de
uma comunicagdo intercelular, mediada pela produgdo de sinais
moleculares sintetizados pelas células individualmente, chamados de
autoindutorese detectados por receptores especificos. Esta comunicagdo
permite as células bacterianas regularem a expressdo de conjuntos de
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genes especializados em resposta a densidade celular (DAVIES, 2003;
HALL-STOODLEY et al., 2004). Quando o nivel critico populacional é
atingido, caracterizando um “quorum”, as bactérias passam a agir em
grupo como um unico organismo multicelular (DAVIES, 2003). Este
mecanismo ficou conhecido como “Quorum Sensing” (QS) (CHA et al.,
1998).

O comportamento coletivo pode trazer vantagens, como por
exemplo, a possibilidade de migrag@o para ambientes com melhor oferta
de nutrientes ¢ a ado¢do de novos modelos de crescimento, tais como
esporulag@o ou formagdo de biofilmes, o que propicia protegdo contra os
efeitos deletérios do ambiente e potencializa consideravelmente sua
patogenicidade (RICHARDS & MELANDER, 2009).

A microbiologia tradicionalmente centra-se na identificacdo de
espécies presentes em uma amostra através de espécimes representativas
selecionadas em uma amostra. Estas sdo, entdo cultivadas em uma
cultura de crescimento planctonico para avaliar o espectro de atividade
dos agentes antimicrobianos, recorrendo a leitura do halo inibidor
convencional. A aplicacdo de novas abordagens moleculares para
compreender e definir a diversidade e o metabolismo da microbiota
bucal estd comegando a desafiar esse panorama.

O projeto Microbioma Humano tem caracterizado, através de
metagenomas, a microbiota em inumeros sitios no corpo humano, e
através dele foi possivel constatar um grau de heterogeneidade na taxa
individual de perfis microbioldgicos coletados em todos os sitios,
inclusive no habitat bucal. Porém, as amostras analisadas em termos de
fungdes bioquimicas demonstraram significativo grau de consisténcia.
Pode-se, logo, inferir que diferentes espécies podem desempenhar
funcdes idénticas em uma comunidade microbiana. Portanto, a
caracteriza¢do microbioldgica buscando agentes antimicrobianos devem
priorizar a inibicdo de fungdes metabdlicas centrais, em detrimento de
investigacdo de espécies bacterianas especificas (MARSCH et al.,
2014).

Evidéncias compararam a microbiota em biofilmes de sitios
saudaveis e sitios que apresentavam carie dentaria ou doengas
periodontais, e comprovaram a existéncia de diferengas substanciais na
composi¢do da microbiota em processo de doenga Através da biologia
molecular, se confirmou que muitas das bactérias associadas a doenca
sdo passiveis de serem encontradas em biofilmes em sitios saudaveis,
contudo, em numero ¢ frequéncia clinicamente irrelevantes. Logo, a
doenga constitui-se no desequilibrio da composi¢do do biofilme, muito
mais do que no resultado de infec¢do exdgena (MARSCH et al, 2014).
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Um principio-chave defendido por Marsch (2014) é que a doenga
pode ser controlada ndo dando énfase direta aos patogenos putativos,
mas sim também interferindo nas pressdes ambientais que selecionam os
microrganismos patogénicos, conduzindo assim a quadros de disbiose.
Marsh ainda advoga o "control without killing", no qual agentes
antimicrobianos em concentrag¢des subletais podem alvejar fatores de
viruléncia do micro-organismos sem, de fato, exercer efeito bactericida.

Os antibiodticos convencionais visam o crescimento € 0S processos
vitais basais das bactérias, levando a inibicdo do crescimento e a morte
celular. A forga seletiva que esta inerentemente ligada a este modo de
acdo, eventualmente seleciona variantes resistentes aos antibioticos. A
alternativa mais Obvia a a¢do mediada por antibidticos seria atenuar as
bactérias no que diz respeito a sua patogenicidade, através da
interferéncia no processo de QS, onde agentes teriam como alvo o
bloqueio/interrupg¢do do processo quimico de media¢do bacteriana em
detrimento da destrui¢dao dos patdogenos. Uma vez que tais agentes ndo
destroem os patogenos diretamente, mas sim reduzem a populacdo de
bactérias resistentes por perturbar a organiza¢do do biofilme, evitando
e/ou revertendo o desenvolvimento de resisténcia bacteriana a droga, séo
capazes de reduzir a mortalidade e viruléncia, assim como promover a
eliminacdo de bactérias em modelos experimentais de infecgdo
(HENTZER;GIVSKOV, 2003; RASMUSSEN; GIVSKOV, 2006).

2.4 INIBIDORES DE QUORUM SENSING

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas utilizam circuitos de
comunicacdo de sensores de quorum sensing para diversas atividades
fisiologicas. Estes processos incluem simbiose, viruléncia, conjugagao,
producdo de antibidticos, motilidade, esporulacdo e formacdo de
biofilmes. Em geral, as bactérias Gram-negativas utilizam N-acil
homoserina lactonas (AHL) como autoindutores, ao passo que bactérias
Gram-positivas usam peptidios para se comunicar. Os avangos recentes
indicam que a comunicagdo célula-célula através de autoindutores
ocorrem tanto intra como interespécies bacterianas.

Além disso, ha dados sugerindo que os autoindutores bacterianos
induzem respostas especificas de organismos hospedeiros. Apesar da
natureza dos sinais quimicos, dos mecanismos de transmissdo de sinal e
genes envolvidos no quorum sensing bacteriano diferirem, em geral, a
habilidade de se comunicar permite que as bactérias coordenem a
expressdo génica e, portanto, o comportamento, de toda uma
comunidade (MILLER & BASSLER, 2001).



35

A interrup¢do do QS pelos inibidores ocorre por meio da
repressdo da geragdo do sinal, do bloqueio dos receptores de sinais ou da
degradacao destes sinais.

Diferentemente dos antibioticos, os inibidores de QS ndo matam
os patogenos diretamente, apenas atuam na repressdo, bloqueio e/ou
degradacdo dos sinais moduladores, interferindo consequentemente na
viruléncia dessas bactérias. Isto implica em uma reducdo da pressdo de
selecdo e em menor possibilidade de desenvolvimento de resisténcia por
parte das bactérias (REN et al., 2001).

Os primeiros exemplos de compostos bloqueadores de QS
provieram do ambiente marinho. Foi demonstrado por Nys ez al. (1993)
que a macroalga australiana, Delisea pulchra, produz uma gama de
furanonas halogenadas, as quais sdo depositadas a superficie em uma
concentracdo onde regulam a colonizagdo bacteriana e o
estabelecimento de epibiota. Esta compreensdo biologica levou a
aplicagdo de furanonas como inibidores de biofimes bacterianos.

Givskov et al. (1996) e Kjelleberg et al. (1997) ofereceram a
primeira demonstragdo de que esses metabolitos secundarios inibem
especificamente o QS bacteriano através da interferéncia em uma das
principais vias reguladoras do mesmo, a relativa 8 AHL em bactérias
Gram-negativas. Concomitantemente, o composto também interfere no
sistema alternativo de sinalizagdo QS, o AI-2 em bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas (MANEFIELD et al., 2002; NYS et al.,
2000).

Uma vez que as furanonas naturais sdo incapazes de interferir em
todos os mecanismos envolvidos no QS eficientemente, ¢ apresentarem
resultados de citotoxicidade questiondveis, uma série de andlogos
sintéticos t€m sido fabricados na busca de suprir determinadas caréncias.
Uma anadlise estrutural/funcional de varias furanonas com comprimento
de cadeia lateral variavel e substitui¢des no anel de furanona indicou
que os compostos sem cadeias laterais, mas com substituintes
eletronegativos no anel de furanona, eram eficazes na inibigdo dos
sistemas QS (HENTZER et al,, 2002; MANEFIELD ef al., 2002). Entre
estes, os compostos C-30 (HENTZER et al., 2003) e C-56 (HENTZER
et al., 2002) mostraram potencial inibidor de QS. Entre 93 genes, 1,7%
do genoma de P. aeruginosa sdo significativamente afetados pela
presenca de furanona C-30, dos quais 80% sdo controlados por QS
(HENTZER et al., 2003).

Dadas suas propriedades na inibicdo na formagdo de biofilme
oral, Weng (2012) realizou a incorporagdo de 3,4-dicloro-5-(1,3-etileno-
glicolato glicerol metacrilato)-2-furanona em cimentos de alta
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resisténcia experimental a compressdo. A andlise dos resultados
microbiolégicos mediante sua atividade antibacteriana contra
Streptococcus mutans e Lactobacillus sp, assim com a avaliagdo de
viabilidade em células pulpares humanas foram significativamente
promissores. A incorporagdo de furanona garantiu biocompatibilidade
simultaneamente a significativa taxa de ag¢@o antibiofilme em presenca
de saliva, permanecendo ativa durante os 30 dias do estudo (WENG et
al., 2012).

Dentre esses compostos com composi¢do quimica semelhante a
furanonas sintéticas, estdo as lactamas. A composicdo quimica desses
compostos difere pelo fato de as lactamas apresentarem um atomo de
oxigénio proximo a carbonila, enquanto as furanonas, o 4&tomo proéximo
ao anel central é de nitrogénio. (Hentzer & Givskov, 2003; Manefield et
al., 2002). Estudos recentes t€ém mostrado que lactamas sintetizadas a
partir de andlogos de rubrolideos, cuja estrutura se assemelha a de
furanonas, sdo ativas contra a formacdo de biofilme de Enterococcus
faecalis, S. epidermidis, P. aeruginosa, e Streptococcus mutans
(PEREIRA et al., 2014a; PEREIRA et al, 2014b; XAVIER et al.,
2016).

Lactamas sintéticas, obtidas a partir de acido mucobrémico e
convertido através de uma lactamizacdo para (Z)- e (E)-y-alkylidene-y-
lactams, foram caracterizadas por ressonancia magnética nuclear (1H e
13C) e avaliadas conforme sua capacidade antibacteriana na presenga
de Enterococcus faecalis. Sua maior performance de atividade de
inibicdo de biofilme foi alcangado pelo composto corresponde a lactama
13f (IC50= 0,76pg/ml), assim estabelecendo potencial e diretrizes,
inclusive para o estudo em questdo, no desenvolvimento de novas
drogas antimicrobianas direcionados para a inibicdo de QS e,
consequentemente, estagios iniciais de infecgdes bacterianas (PEREIRA
et al, 2014a).

Compostos inibidores de QS provenientes de origem natural
fitoterapica também tém sido relatados na literatura (BJARNSHOLT et
al., 2005; RASMUSSEN et al, 2005a). Extratos provenientes de
Malaleuca Alternifolia (tea tree) demonstraram uma atividade de
inibicdo da formacdo do biofilme significativa contra P. Gingivalis e S.
mutans (TAKARADA et al., 2004).

Ja extratos de Coffea Canephora mostraram-se capazes de afetar
a capacidade de S. mutans de formar biofilme estavel in vitro e
favorecer a dispersdo de bactérias aderidas ao biofilme a partir das 24
horas, sem, contudo, ostentar propriedades bactericidas (STAUDER,
2010).
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Com base no que foi discutido, objetiva-se o desenvolvimento de
membranas de nanofibras de PLGA, por eletrofiagdo, com a
incorporagdo de antibiofilmes, visando propositos terapéuticos contra a
colonizagdo bacteriana sobre materiais biomédicos.
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3 ARTIGO EM PORTUGUES

FUNCIONALIZACAO DE MEMBRANAS DE NANOFIBRAS DE
PLGA COM COMPOSTOS ANTIBIOFILMES

3.1 RESUMO

Obijetivo: O objetivo deste trabalho foi desenvolver e analisar a
atividade de membranas funcionalizadas com antibiofilme na prevencéo
da formacdo de biofilmes de Streptococcus mutans em membranas
eletrofiadas de PLGA.

Materiais e Métodos: As nanofibras de PLGA foram preparadas
com diferentes aditivos: 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia (tea
tree) e Coffea canephora, furan-2(5H)-ona e uma nova lactama sintética,
em trés diferentes concentrag@es prgressivas (0.002, 0.004 and 0.008%
wi/v). As amostras de membranas foram caracterizadas por MEV, FTIR-
ATR e CG-MS e expostas a culturas de S. mutans. Apds 24 h e 48 h de
incubagdo, determinou-se 0  crescimento  planctbnico  por
espectrofotometria e a formacao de biofilmes foi avaliada por contagem
de unidades formadoras de colénia (UFC-ml™"). A citotoxicidade dos
novos biomateriais foi avaliada pelo ensaio de MTS, através da
quantificacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas da placenta humana (CTMPs) viaveis, cultivadas sobre as
membranas de nanofibras funcionalizadas.

Resultados: O MEV revelou caracteristicas de morfologia, e
membranas livre de beads. Os resultados de FTIR-ATR mostraram que
ndo foram detectados residuos de solventes nas membranas, mas os
resultados de GC-MS mostraram que N,N-dimetilformamida e
dimetilsulféxido estavam presentes como residuos nas membranas apos
a funcionalizacdo. Os resultados da formacdo do biofilme indicaram
uma reducdo significativa de ligacdo bacteriana as superficies das
membranas funcionalizadas (ANOVA e teste post-hoc de Tukey com
nivel de significancia de p <0,05). Os resultados da citotoxicidade
mostraram que as membranas funcionalizadas com furanona néo
demonstraram diferenca estatistica significativa na viabilidade celular
em comparagdo com as membranas controle.

Conclusao: Em conjunto, os resultados apresentados indicam que as
membranas desenvolvidas mostram um bom potencial para o
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desenvolvimento de biomateriais com atividade na prevencdo de
infeccBes associadas e compatibilidade para uma maior integracdo
tecidual.

Palavras-chave: Biofilmes bacterianos; lactama; eletrofiagdo, PLGA,
funcionaliza¢do de biomateriais, tea tree, furanona.

3.2 INTRODUCAO

A infeccdo bacteriana é considerada uma das complicagdes mais graves
associadas aos biomateriais implantados e, consequentemente, a perda
de implantes [1], [2]. No caso da cavidade oral, 0 processo de formacéo
do biofilme ocorre de forma seqiiencial, com colonizadores primarios
aderindo aos receptores de glicoproteina presentes na pélula adquirida
minutos apés a limpeza [3]. Streptococci e Actinomyces sdo 0s
principais colonizadores iniciais da superficie oral [4] e durante as
primeiras horas de formacdo de biofilme, a microbiota precoce €
dominada por Streptococci [5]. O biofilme desenvolve-se sobre o filme
de condicionamento através das seguintes etapas: (1) transporte de
colonizadores primarios para a superficie; (2) adesdo inicial fraca e
reversivel resultante de interagdes quimicas entre micro-organismos e
superficie; (3) adesdo forte de microrganismos a superficie, estabelecida
por interacbes especificas (ligacdes covalentes, ibnicas ou de
hidrogénio); (4) maturacdo, resultando no crescimento e maturagdo do
biofilme [6].

Uma vez que a adesdo bacteriana inicial ocorre, a colonizacdo de
bactérias desenvolve-se em um biofilme protetor maduro muitas vezes
levando a remocdo do implante e a exigéncia de tratamentos
prolongados [7]. Isso se deve principalmente ao fato de que, quando
organizados em biofilmes, as bactérias sdo capazes de sobreviver aos
tratamentos tradicionais com antibiéticos em concentracfes até mil
vezes maiores do que aquelas utilizadas para matar suas contrapartes
plancténicas [8], o que enfatiza a necessidade de desenvolver terapias
visando A inibigéo da formac&o de biofilmes. As terapias convencionais
com antibidticos sistémicos utilizadas no controle de biofilmes
diminuem os sintomas de infeccdo eliminando a populagdo microbiana
plancténica circulante, embora permanecam ineficazes contra as que
estdo enterradas dentro da matriz extrapolimérica do biofilme. Embora
as estratégias para inibir a adesdo bacteriana inicial para prevenir a
infeccdo sejam extremamente importantes, as membranas eletrofiadas
podem proporcionar uma condicdo de suporte para adesdo e proliferacéo
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das células devido as semelhancas nas propriedades fisicas e na estrutura
do tecido humano.

Muitas bactérias sdo conhecidas por regularem suas atividades
cooperativas, como a formacédo de biofilmes, através de um mecanismo
chamado quorum sensing (QS), no qual as células bacterianas se
comunicam entre si liberando, detectando e respondendo a pequenas
moléculas de sinal difusiveis. A comunicacdo intra e interbacteriana que
resulta em expressdo de genes coordenada e leva a um "comportamento
comunitario” de bactérias sdo fenbmenos comuns na natureza.
Diferentes moléculas de sinalizacdo sdo responsaveis por essa
comunicacdo; Mas aqueles na classe de N-acil homoserina lactonas
(AHL) s&o os mediadores ou autoindutores mais comuns da expressdo
de genes regulados por QS em bactérias.

A regulacdo genética da densidade celular bacteriana tem importancia
significativa em vérias relagdes ecoldgicas envolvendo bactérias, desde
sua patologia contra plantas, animais e seres humanos, bem como na
comunicacdo entre procariontes e células eucariotas [12], [13]. A
manipulacdo de QS também pode ser uma ferramenta eficiente para
modificar as comunidades microbianas, melhorar as estratégias de
protecdo e curar doengas bacterianas [13], [14]. Uma vez que o seu
objetivo é reduzir a viruléncia e ndo a sobrevivéncia bacteriana, a
inibicdo do QS pode controlar a patogenicidade, evitar a resisténcia aos
antibidticos e a formacéo de biofilmes nas infeccBes sistémicas e locais.
Portanto, a repressdao da expressdo de fendtipos regulados por QS
aparece como uma estratégia alternativa promissora a terapia antibiotica
convencional para o controle de infecgdes microbianas.

Varios estudos demonstraram que o uso de inibidores de QS pode ser
muito eficaz no controlo do biofilme. Vérias furanonas ja foram
utilizadas com sucesso para a inibicdo da adesdo bacteriana [18] - [21].
No entanto, uma série de compostos sintéticos e naturais de algas,
fungos e outros organismos que demonstraram atividade inibitéria de
QS tém pouco ou nenhum valor terapéutico devido a sua natureza
instavel ou toxicidade associada. Por conseguinte, os esforcos tém sido
direcionados para o desenvolvimento de compostos inibidores QS
seguros e eficazes tanto sintéticos como a partir de fontes naturais,
particularmente plantas medicinais, especiarias e frutos, esponjas e algas
[22].
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Fig 1. Estrutura para furanona natural (1) e furanonas sintéticas (2a-g), lactamas
sintéticas (3, 4) e furanan-2(5H)-ona (5).

Estudos recentes sugerem que 6leos essenciais como Coffea canephora,
Malaleuca alternifolia (tea tree) e Cinnamonum verum (canela)
poderiam interferir com este mecanismo [23] - [25]. Kahn et al. estudou
21 6leos essenciais e avaliou sua atividade anti-QS usando a bactéria
Chromobacterium violaceum [26]. Os autores mostraram que quatro
6leos essenciais, Cinnamomum verum (canela), Lavandula angustifolia
(lavanda), Syzygium aromaticum (cravo) e Mentha piperita (horteld-
pimenta) mostram atividade anti-QS. Husain et al. estudaram a
influéncia do dleo de horteld no mecanismo QS. Os autores mostraram
que o mentol (presente no 6leo de peppermint) em concentracdes
inferiores a concentracdo inibitoéria minima interferiu fortemente com as
moléculas de sinalizagdo da N-acil homoserina lactona que regula os
fatores de viruléncia e a formagdo de biofilmes em Pseudomonas
aeruginosa e Aeromonas hydrophila.

Neste estudo, desenvolvemos membranas eletrofiadas, composta de
fibras alinhadas aleatoriamente, com permeabilidade seletiva a partir de
acido polilactico-co-glicélico (PLGA), e as funcionalizamos com
compostos inibidores de biofilme em diferentes concentra¢Ges de acordo
com estudos anteriores: 6leos essenciais de Tea tree e C. canephora, y-
hydroxy-y-lactama (4) e furan-2(5H)-ona (5) (Fig.1). PLGA foi
escolhido devido a sua ampla gama de aplicagcBes como biomaterial sua
biocompatibilidade, propriedades mecénicas e biodegradabilidade [29].
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3.3 MATERIAIS E METODOS
3.3.1 Materiais das nanofibras

O PLGA utilizado foi PURASORB PLG 8218. O 6leo essencial de
Malaleuca Alternifolia (tea tree) (Desertessence®) foi adquirido no
mercado local e utilizados como recebidos. O 6leo essencial de Coffea
canephora foi preparado pelo grupo de Gurerreiro Filho e utilizado
como recebido. O composto de furan-2(5H)-ona (Sigma Aldrich®).
Foram também utilizados o cloroféormio (Vetec®), a N,N-
dimetilformamida (DMF) (Synth®) e o dimetilsulféxido (DMSO)
(Vetec®).

O composto Lactama 4 foi sintetizado e completamente caracterizado
através de IR, ressonancia magnética nuclear (*H e **C RMN) e
espectrometria de massa [30]. Anteriormente a sua incorporagcdo, o
composto foi dissolvido em DMSO para uma concentragdo de 50 %
(Wiv).

3.3.2 Producéo de membranas PLGA

Para a preparagdo das nanofibras PLGA foi primeiro solubilizado (10%
w/v) numa solucéo contendo cloroférmio e N, N-dimetilformamida (95:
5 v/v) durante 8 h. Para cada agente a ser testado (6leos essenciais,
lactama 4 e furan-2 (5H) -ona 5, foi separada uma dada quantidade da
solucéo de polimero (PLGA + cloroférmio + DMF) e os aditivos foram
adicionados em diferentes concentragdes a um volume final de 2 mL. As
solucdes foram colocadas em seringas de plastico (5,0 mL) e injetadas
através de agulhas de aco inoxidavel, conectadas a uma fonte de
alimentac8o de alta tenséo, usando uma tenséo de 13 kV com um caudal
de 2 mL h™. A distancia entre a agulha e o coletor foram de 15 cm e 0
coletor foi composto de uma placa de metal retangular. Além das fibras
gue contém os diferentes 6leos, as mantas de PLGA também foram
preparadas e utilizadas como referéncia (PLGA Controle). As
concentracdes e 0s codigos para as amostras utilizadas neste estudo sdo:
CCO-2, CCO-4 e CCO-8 (bleo de C. canephora a 0,002, 0,004 e 0,008
w/v, respectivamente), TTO-2, TTO-4 e TTO-8 (para 6leo de M.
alternifolia - a 0,002, 0,004 e 0,008% wl/v, respectivamente), FUR-2,
FUR-4 e FUR-8 (para furan-2 (5H) -ona 5 a 0,002, 0,004 e 0,008% wi/v)
e LAC-2, LAC-4 e LAC-8 (para a lactama 4 a 0,002, 0,004 e 0,008%
wiv).
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3.3.3 Estirpes bacterianas e condicGes de crescimento

O S. mutans ATCC 25175 foi cultivado sob condi¢Ges microaerofilicas
durante 48 h a 37 ° C em placas de &gar, de infusdo de cérebro e coracao
(BHI) (Bacto®, Difco), suplementado com 3 g / | de extrato de levedura
(Bacto® Difco) e 200 g / | de sacarose (Bacto®, Difco, EUA). Para 0s
ensaios de biofilme, as células de S. mutans foram inoculadas em Caldo
de Soja Triptico (TSB) (Bacto®, Difco) suplementado com 3 g/ | de
extrato de levedura e 200 g / | de sacarose e incubadas durante 18 h a 37
° C. Apos incubacdo, as células foram colhidas por centrifugagéo a 5000
rpm durante 10 min, a 4 ° C e lavadas duas vezes numa solucdo tampéo
fosfato (PBS).

3.3.4 Formacao e analise de biofilme

Ap0s crescimento, seguindo as condigdes acima descritas, as células de
S. mutans foram ressuspensas em meio de TSB suplementado com
mucina (2,5 g/l), peptona (5 g/l), ureia (1 g/l), extrato de levedura (2 g/l)
e sacarose (200 g/l), para se obter uma suspensdo com uma densidade
optica (DOgyo) de 0,6, correspondendo a aproximadamente 1 x 10® CFU
/ ml. A DQgzg foi medida utilizando um espectrofotdmetro (BioTek®,
EUA) [31], [32].

As membranas eletrofiadas foram cortadas para adequarem-se a placa de
24 pocos e esterilizadas sob radiacdo UV durante 12 horas. Amostras de
membranas nanofibras esterilizadas foram colocadas em placas de 24
pocos contendo 2 ml de suspensdo de S. mutans em meio TSB, e
incubadas durante 48 h a 37 °C, sob condi¢des microaerofilicas. Foram
utilizados 200 pl destas culturas para quantificar o crescimento
planctdnico por determinacdo de DOgz num leitor de microplacas
(BioTek®, EUA).

Esta concentracdo de inoculacéo foi escolhida de acordo com estudos
preliminares para determinar a concentra¢do que produziria o biofilme
estruturado e robusto no periodo em que nosso estudo foi realizado.
Antes da amostragem, as amostras foram agitadas para garantir que
todas as bactérias que ndo estivessem no biofilme fossem suspensas no
meio.

Para a quantificacdo do biofilme, as membranas de nanofibras
recuperadas das placas de 24 pocgos apds incubagdo com S. mutans
foram lavadas duas vezes com PBS. As bactérias aderentes foram
separadas das superficies da membrana pelo tratamento com proteinase
K. Resumidamente, as amostras foram depois colocadas em placas de 24
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pocos contendo 1 ml de PBS e 1% de proteinase K (Sigma-Aldrich®), e
incubadas a 37 ° C durante 60 min [33]. Apds o tratamento com
proteinase K, utilizou-se um método fisico para aumentar o
desprendimento do biofilme, e as bactérias aderentes foram removidas
das membranas por tratamento de vortex durante 1 min [34]. As
suspensdes foram entdo diluidas em série em PBS (até 10°) ¢ 100 pl
foram plaqueados em 4&gar BHI e incubadas, como descrito
anteriormente, para quantificar UFC/ml. Estas experiéncias foram
realizadas em triplicata e em trés ensaios independentes.

3.3.5 Analise de superficie

Para analise microscépica, as amostras das membranas foram revestidas
com ouro, e analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
(JEOL JSM-6390LV, Japao) a 15 kV. As imagens do MEV foram
analisadas usando o plugin DiameterJ do software Imagel®.

Em seguida, os didmetros das fibras foram aferidos em cinco posicGes e
trés diferentes amostras e reportadas como diy, dsp € dgo, que
representam os didmetros dos quais 10, 50 e 90% da amostra é
constituida por fibras com um didmetro inferior a este valor. O valor dsg
é o didmetro médio das fibras enquanto a diferenca entre dyg € dgo indica
a magnitude do didmetro das fibras: neste caso, uma maior diferenca
entre esses valores indica uma maior distribuicdo do didmetro da fibra.

3.3.6 CaracterizacOes quimicas

Os testes de espectroscopia transformada de Fourier infravermelho
(FTIR) foram realizados num Espectrometro FTIR da Série Cary 600
(Agilent Technologies) utilizando o mdédulo de Reflectancia Total
Atenuada (ATR) com cristal de ZnSe. As anélises foram na regido de
400-4000 cm e resolucdo de 2 cm ™.

A andlise por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS)
foi realizada num cromatografo de gases (GC) Agilent 7890A GC
System equipado com um autoamostrador (GC Sampler 80, Agilent).
Todos os compostos foram separados utilizando uma coluna capilar
Agilent 19091S-433HP-5MS (30m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um d.f.). As
temperaturas do injetor e do detector foram ambas ajustadas a 250 ° C e
a temperatura do forno foi programada como se segue: 40 ° C durante 2
min. E aumentou linearmente para 145 °C (3 ° C/min), depois para 280
°C (10.0°C / min), onde foi mantido durante 10 min. Gas hélio de alta
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pureza (99.99%) foi utilizado como gas transportador com vazdo de 3
mL/min.

Antes da analise, uma amostra de 0,02 mg foi embalada em frascos
selados de 5 mL. Em todos os casos, as amostras foram mantidas a 25 °
C durante 96 horas antes de 1000 pyL da amostra serem injetados. A
concentracdo de cada constituinte foi calculada como a porcentagem da
area de pico correspondente para a area total de todos os picos
observados no cromatograma. Todos 0s compostos foram identificados
por comparacdo de seus espectros de massa com os de um banco de
dados NIST.

3.3.7 Ensaios de viabilidade celular

As células-tronco derivadas de placenta (CTMPs) provieram de uma
cortés doacdo do Prof. Marcio Alvarez da Silva, do Departamento de
Biologia Celular, Embriologia e Genética da Universidade Federal de
Santa Catarina. Devido a sua multipoténcia e ndo tumoregenicidade,
essas células representam o tipo normal de células humanas para ensaios
rapido, confidvel e econdmicos de compostos de drogas tdxicas. Além
disso, 0 uso desta linha celular particular € mais vantajoso devido a sua
facil disponibilidade, isolamento com abundante suprimento de células e
menos problemas éticos. Os P-SC foram cultivadas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco), suplementado com 1% de
penicilina / estreptomicina, 5% de soro de cavalo (Gibco), e 5% de soro
de vitela (Gibco) a 37 ° C com 5% de CO, em incubadora. As
membranas eletrofiadas foram reduzidas em proporgGes para
adequarem-se a placa de cultura de células (TPP). Apoés esterilizacdo
sob radiagdo UV, durante 12 horas, as membranas foram lavadas 3
vezes com PBS. 3 x 10° de CTMPs foram semeadas, por poco, sobre as
membranas estéreis e cultivadas em meio DMEM, em atmosfera
umidificada, com 5% de CO, a 37 ° C. As membranas foram entdo
transferidas para placas de cultura individuais de 96 pocos onde, ap6s 48
h de cultura, a proliferacdo das células sobre as membranas de
nanofibras foi estudada, utilizando o kit de ensaio de proliferacdo de
células MTS (BioVision). Em tempo especifico, a solucdo de MTS foi
adicionada a cada po¢o e, incubada durante 2 h em incubadora a 37 ° C,
com CO, a 5%. A medicdo da absorvancia foi verificada a 490 nm
utilizando um leitor de microplacas (BioTek®, EUA). Estas
experiéncias foram realizadas em triplicata e em trés ensaios
independentes.
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3.3.8 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA e teste
post-hoc de Tukey, com nivel de significancia de p <0,05.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Caracterizacdo das membranas de PLGA

As membranas de PLGA foram caracterizadas por MEV e os resultados
sdo mostrados na Figura 2. A partir dessas imagens, pode-se observar
que todas as nanofibras obtidas foram homogéneas e sem a presenca de
beads. Além disso, a amostra PLGA Controle e TTO-4 (Figuras 2A e C,
respectivamente) foram mais homogéneas sem a presenca de fibras
grossas. As amostras contendo 6leo de C. canephora, tea tree e PLGA
controle (Fig. 2 A, B e C, respectivamente) produziram fibras com
didmetros maiores, levando a uma maior dispersdo do tamanho do
didmetro das fibras .
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Fig. 2 Imagens de MEV representativas das membranas eletrofiadas por grupo:
A) PLGA Controle, B) CCO-4, C) TTO-4, D) FUR-4, e E) LAC-4.
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Os diametros caracteristicos das fibras sdo mostrados na Tabela 1.
Como pode ser visto, em todas as formulacdes, os didmetros das fibras
estdo a niveis de micron a submicron. Os diametros médios (dsy) foram
0,8, 0,95, 0,85, 0,7 ¢ 0,6 pm para o controle PLGA, CCO-4, TTO-4,
FUR-4 e LAC-4. Além disso, esses resultados mostram uma distribuicdo
de tamanho de didmetro maior para as amostras de CCO-4 e FUR-4
(indicado pela maior diferenca entre os didmetros dyg € dg).

Sample dyo (Lm) dso (km) dgo (1m)
PLGA-Controle 0.3+0.02 0.840.2 1.5+0.15
cco-4 0.38 +0.08 0.95 + 0.09 1.7+0.15
TTO-4 0.32 +0.04 0.85+0.18 1.3+0.08
FUR-4 0.25+0.03 0.7+0.17 1.8+0.1
LAC-4 0.2 +0.05 0.6 +0.08 1.1+0.07

Tabela 1. Diametros caracteristicos das fibras.

Para investigar se algum residuo de solvente estava presente nas
amostras de PLGA foram analisados por FTIR-ATR como ilustrado pela
Figura 3. O DMSO exibe fortes absorcdes caracteristicas a 10451 cm™
devido a um alongamento da ligagdo S = O (vSO). Para o cloroférmio a
Gnica absorcéo relevante aparece a 752 cm™, devido ao alongamento C-
Cl. Para N, N-dimetilformamida, uma absorcdo forte a 1654 cm™
associada ao alongamento C = O. Uma analise cuidadosa dos espectros
das amostras de PLGA (Fig. 3) revelou que nenhuma das maiores
absorc¢des para os solventes foi observada. Estes resultados indicam que,
se quaisquer residuos de solventes estdo presentes nas amostras PLGA,
suas quantidades seriam insignificantes. Isto é esperado uma vez que 0s
solventes sdo evaporados durante o processo de eletrofiacéo.
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Fig. 3. Espectros FTIR-ATR das amostras de eletrofiag&o.

No espectro do PLGA Controle e PLGA + aditivos (tea tree, C.
canephora, lactama e furanona), uma banda forte na regido de 1756 cm’
! caracteristica do estiramento de carbonil (C = O), pode ser observada.
Foram observadas bandas de alongamento caracteristicas para o grupo
C-O entre 1300 e 1150 cm™. Além disso, foram identificadas bandas de
absorcdo nas seguintes regides: 3000-2900 cm™ caracteristicos do
alongamento dos grupos metil CH, CH; e CH,; Caracteristicas de 1500-
1250 cm™ da deformacéo de grupos metil (CHs e CH,); e 1350-1150
cm™ caracteristicas das vibracdes do "tipo wag" dos grupos CH, e CH.
Deve notar-se que 0s espectros para as amostras de PLGA e PLGA +
aditivos sdo quase idénticos, indicando que as concentragcdes dos
aditivos estdo fora do limite de deteccdo desta técnica.

Para investigar ainda mais a liberacdo dos solventes utilizados na
preparacdo das membranas, a andlise de GC-MS foi realizada para
identificar vestigios destes solventes. Para estas analises, as amostras do
polimero contendo os aditivos foram mantidas num frasco a 25 °C
durante 96 h e a analise revelou que o cloroférmio ndo foi liberado por
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nenhuma das amostras. Para 0 DMF, pequenas quantidades foram
liberadas pelo controle PLGA, TTO-4, FUR-4 e LAC-4, enquanto o
DMSO s6 foi liberado pela LAC-4.

3.4.2 Crescimento Planctonico

Conforme ilustrado na Fig. 4, os valores de DOgzo para crescimento
planctdnico (24 h) ndo mostraram diferenca estatistica significativa entre
0s grupos, indicando que a adicdo de todos os compostos testados nas
membranas de nanofibras ndo afetou o crescimento de S. mutans

0.8, 24 h
0.7

0.6-
0.5
0.4
0.3
0.2
0.11
0.0

Planktonic Growth (OD,, )

Fig. 4. Quantificacdo de crescimento plancténico de S. mutans (TSB, 24 e 48 h
a 37 °C).

Apos 48 h de incubacdo, as amostras ainda ndo apresentaram diferenga
estatistica significativa para as taxas de crescimento planctdnico de S.
mutans, embora pudesse ser observada uma discreta tendéncia de
aumento do crescimento planctdnico no meio correspondente as
membranas de CCO-4 (Fig. 4).

Quando comparado ao controle (sem fibras), todas as amostras de
nanofibras apresentaram leituras de DO inferiores significativas para
crescimento planctdnico, tanto em 24 h quanto 48 h.
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3.4.3 Andlise de Biofilme

A atividade de inibicdo de biofilme foi avaliada por UFC/mL ap0s
desagregacdo bacteriana das membranas de nanofibras. A média de
células viaveis aderidas no biofilme foi de aproximadamente 1,2 x 10
UFC/ml em membranas de furanona e 4,42 x 10° CFU/ml nas
membranas do grupo PLGA Controle (Fig. 5). Estes resultados indicam
uma reducdo significativa da ligacdo bacteriana as superficies das
membranas funcionalizadas contendo furanona. Além disso, as
membranas de tea tree e lactama apresentaram dados notaveis de
desmembramento do biofilme de S. mutans (2,12 x 10 e 2,3 x 10°
CFU/ml, respectivamente). Em contraste com o0s grupos mencionados
anteriormente, as amostras de C. canephora ndo mostraram diferenga
estatistica significativa em relacdo & contagem do grupo controle
UFC/ml.
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Fig. 5. Formacdo de biofilme de S. mutans (TSB, 48 h a 37 °C) sobre
superficies de membranas de nanofibras, por unidades formadoras de coldnias
(UFC/ml) (ANOVA e teste post-hoc de Tukey com nivel de significancia de p
<0,05).

3.4.4 Viabilidade Celular

Neste estudo, as células CTMPs foram semeadas em membranas de
nanofibras PLGA funcionalizadas com compostos antimicrobianos,
incorporadas em 3 concentragfes progressivas. Cada membrana com
células foi cultivada durante 2 dias e as avaliagbes de
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biocompatibilidade in vitro foram feitas utilizando MTS Cell
Proliferation Assay. As membranas de furanona ndo apresentam
diferenca estatistica significativa entre o grupo de PLGA-Controle em
todas as trés concentragdes distintas, indicando nao haver efeito inibidor
na proliferacdo celular. Contudo, observou-se uma densidade celular
reduzida em amostras de Lactama e C. canephora, a concentragcdes de
0.004 e 0.008% (w/v). Os dados de absorvancia também mostram que o
crescimento de céulas em membranas do grupo tea tree exibiu uma
diminuicdo significativa (p < 0,05) em comparagdo com amostras do
grupo controle na sua maior concentracédo ( Fig.6).
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Fig.6. Proliferacéo de células CTMPS em membranas de nanofibras ap6s 2 dias
de cultura celular. A barra horizontal indica o endpoint de citotoxicidade, de
acordo com FDA (50%) [43]. (ANOVA e Tukey's post-hoc teste com um nivel
de significancia de p <0,05).

3.5 DISCUSSAO

As membranas produzidas neste estudo foram constituidas por
nanofibras de orientacdo aleat6ria, que conferem caracteristicas como
propriedades mecénicas e forga aprimoradas, bem como menor risco de
infiltracdo de tecido fibroso, importante demanda na Regeneracdo
Tecidual Guiada (RTG). De acordo com relatos anteriores, o didmetro
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médio dos poros na malha nanofibrosa alinhada é trés vezes maior em
comparagdo a malha orientada aleatoriamente, e a porosidade dos
arcaboucgos alinhados & maior, portanto, ndo apresenta propriedades
ideais para as membranas de RTG. Poros ideais, presentes em malhas de
fibras aleatorias, de tamanho nano a micro (50 nm-5 pm), podem
permear oxigénio, nutrientes, fatores neurotréficos como fatores de
crescimento e, sobretudo, prevenir a infiltragdo de tecidos fibrosos [38].

No presente estudo, os resultados da andlise de biofilmes
indicam que a maioria dos compostos testados, como a lactama 4, tea
tree, e furanona, sdo eficazes na supressdao do desenvolvimento do
biofilme de S. mutans nas membranas de nanofibras, com C. canephora
apresentando taxas de inibicdo de biofilme relativamente baixas em
comparacao as demais amostras.

Dados fornecidos pela analise estatistica da contagem de UFC

(Fig. 5) formadas sobre as membranas funcionalizadas com furanona
indicam uma inibicdo significativa na formacdo do biofilme quando
comparadas aos biofilmes formados na auséncia de qualquer inibidor (p
<0,05). Estes resultados corroboram com uma série de estudos
anteriores, onde estes compostos foram apontados como inibidor ativo
da formacéo de biofilme formacéo [39] - [41].
Além disso, resultados obtidos mostrando a reducdo das contagens de
UFC das membranas funcionalizadas com U26 (aproximadamente 2,3 x
10? CFU/ml em comparagdo com 4,42 x 10° CFU/ml em amostras do
grupo controle), estdo de acordo com as referidas anteriormente, onde
lactamas, derivadas de furanonas, testadas em forma solubilizada contra
biofilme de S. mutans sobre titAnio mostraram taxas de inibicdo de
biofilme significativas [42].

As taxas de crescimento plancténico de S. mutans na presenca
de todos os compostos testados ndo mostraram diferenca estatistica
significativa quando comparadas com as membranas do grupo controle
(PLGA-Controle) (Fig. 4). Este resultado indica que nenhum dos
compostos exibiu um efeito bactericida/bacteriostatico nos meios
circundantes, o que é uma indicacdo de que ndo deve ser esperado
nenhum efeito sistémico dos farmacos.

Curiosamente, quando comparado com a amostra de controle sem
nanofibras, todas as amostras de nanofibras apresentaram leituras de DO
inferiores para crescimento plancténico, tanto em 24 h quanto 48 h. Este
resultado foi inesperado, ja que trabalho anterior demonstrou que as
membranas PLGA n&o inibem o crescimento bacteriano, tanto no estado
plancténico quanto no biofilme E possivel que esse efeito inibitdrio no
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crescimento bacteriano possa ser atribuido & modifica¢des introduzidas
no material pela propria técnica de eletrofiacdo [29].

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos incorporados nas

membranas de PLGA contra células CTMPs humanas (Fig. 6) revelou
que as superficies das membranas eletrofiadas podem proporcionar uma
condi¢do de suporte para a proliferacao das células.
As superficies incorporadas com furanona ndo exibiram efeito inibitdrio
na viabilidade celular, a qualquer concentragéo testada, em comparacéo
com as membranas do grupo controle (p <0,05). Este é um avango
importante na area de biomateriais, logo que a cobertura de superficie e
integracdo com as células de tecido hospedeiro é preconizada sobre a
adesdo / colonizacdo bacteriana.

Os resultados obtidos para as membranas indicaram que a
viabilidade celular foi afetada (p <0,05) em duas das trés concentracdes
testadas, reduzindo a taxa de viabilidade celular de 73 para 50%.
Suspeita-se que esses numeros em escala decrescente possam estar
associados aos vestigios residuais do solvente organico, DMSO,
identificado na andlise de GC-MS.

Uma vez que estudos de citotoxicidade anteriores ndo relataram a
incorporacéo direta do solvente nas fibras de elerofiadas, sdo necessarios
estudos adicionais, evidentemente, para confirmar a possivel influéncia
do processo nos resultados de DMSO.

As anélises quimicas das amostras foram conduzidas de forma a
identificar tracos de solvente nas membranas. A andlise de FTIR-ATR
ndo identificou tracos de solvente na superficie da fibra. Estes resultados
foram ainda suportados por posterior analise de GC-MS, nas quais
foram identificados apenas vestigios residuais de DMF em amostras de
PLGA Controle, TTO-4, FUR-4 e LAC-4, sem indicio de
citotoxicidade.

3.6 CONCLUSAO

No presente estudo, foi sintetizado, com éxito, membranas bioativas a
partir do processo de eletrofiacdo, a fim de produzir membranas de
nanofibras aleatoriamente alinhadas adequadas para o uso na prevencéao
de infeccBes associadas ao biomaterial, e para a integracdo de células de
tecido. A analise morfol6gica mostrou caracteristicas de superficies lisas
e livre de granulos, e com diametro variavel de nanofibras, de acordo
com o aditivo utilizado. Estas diferengas podem ser atribuidas as
variagdes na viscosidade e condutividade relativas a incorporacdo de
cada aditivo individualmente.
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Tomados em conjunto, os resultados obtidos nesse presente estudo
indicam que as membranas eletrofiadas de PLGA representam uma
matriz promissora para proliferacdo de células de tecido e barreira para
infiltracdo de tecido fibroso, ao mesmo tempo que inibem a interagdo
bacteriana. Os resultados da atividade antibiofilme e da citotoxicidade
revelaram que a membrana de nanofibras funcionalizada com furanona
pode ser promissora para 0 desenvolvimento de novos dispositivos
biomédicos funcionalizados.
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4 ARTIGO EM INGLES

FUNCTIONALIZATION OF PLGA NANOFIBROUS
MEMBRANES WITH ANTIBIOFILM COMPOUNDS

4.1 ABSTRACT

Objective: The aim of this work was to develop and analyze the
activity of antibiofilm functionalized membranes in preventing
Streptococcus mutans biofilm formation on PLGA electrospun
membranes.

Material and Methods: PLGA nanofibers were prepared with
different additives: Melaleuca alternifolia (tea tree) and Coffea
canephora essential oils, furan-2(5H)-one and a novel synthetic lactam,
in three concentrations (0.002, 0.004 and 0.008% wi/v). Membrane
samples were characterized by SEM, FTIR-ATR, and CG-MS and
exposed to S. mutans cultures. Following a 48h incubation, planktonic
growth was determined by spectrophotometry and biofilm formation
was evaluated by colony forming units (CFU-mlfl) counts. Cytotoxicity
of the new biomaterials was assessed by MTS assay, through the
quantification of viable placenta-derived stem cells (p-SCs) grown over
the functionalized nanofibrous membranes.

Results: Observation of the electrospun membranes on SEM
images revealed the smooth and bead-free morphology of the
nanofibers. No solvent residues were observed by FTIR-ATR but the
GC-MS  results showed that N,N-dimethylformamide and
dimethylsulfoxide were present as residues in the membranes after
functionalization. Biofilm formation results exhibited a significant
reduction in the bacterial attachment to the functionalized membrane
surfaces (ANOVA and Tukey's post-hoc test with a significance level of
p < 0.05). Cytotoxicity results showed that furan-2(5H)-one-
functionalized membranes demonstrated no statistically significant
difference in the cell viability compared to the control membranes.

Conclusion: Taken together, results presented indicate that the
membranes developed here show a good potential for the development
of biomaterials with activity in preventing associated infections and
compatibility for further tissue integration.
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4.2 INTRODUCTION

Bacterial infection is considered to be one of the most serious
complications associated with implanted biomaterials and consequent
implant loss."* Furthermore, some bacteria can form biofilms, which
protect them against the action of antibiotics. In the case of the oral
cavity, the process of biofilm formation occurs in a sequential manner,
with primary colonizers adhering to a glycoprotein receptors present on
the acquired pellicle minutes after cleaning.® Different bacteria are
present in the oral cavity, but Streptococci and Actinomyces are the
major initial colonizers* and, during the first hours of biofilm formation,
the early microbiota is dominated by Streptococci,’.

Once initial bacterial adhesion occurs, bacterial colonization develops
into a protective mature biofilm often leading to the removal of the
implant and the requirement for prolonged treatments."* This is mainly
due to the fact that, when organized under biofilms, bacteria are able to
survive traditional antibiotic treatments at concentrations up to a
thousand times higher than those used to Kkill their planktonic
counterparts.® Conventional systemic antibiotic therapies used in the
control of biofilms decrease the symptoms of infection by eliminating
the circulating planktonic microbial population, although they remain
ineffective against microbes buried within the biofilm extra-polymeric
matrix,%” which emphasizes the need to develop therapies aimed at the
inhibition of biofilm formation.

Many bacteria are known to regulate their cooperative activities, such as
biofilm formation, through a mechanism called quorum sensing (QS),
through which bacterial cells communicate with each other by releasing,
sensing and responding to small diffusible signal molecules.® Intra- and
inter-bacterial communications that result in coordinated gene
expression and lead to a “community behavior” of bacteria are common
phenomena in nature. Different signaling molecules are responsible for
this type of communication, but those in the class of N-acylhomoserine
lactones (AHL) are the most common mediators, or self-inducers, of the
expression of genes regulated by QS in bacteria.®*

Several studies have shown that the use of QS inhibitors can be very
effective in biofilm control. Various natural (1) and synthetic (2a-g)
furanones and lactam (3 and 4) (Figure 1) have been used successfully
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for inhibition of bacterial adherence.’®® However, a number of
synthetic and natural compounds obtained from algae, fungi and other
organisms, although displaying inhibitory activity toward QS, have little
or no therapeutic value due to their unstable nature or associated
toxicity. Therefore, efforts have been directed towards the development
of safe and effective QS inhibitor compounds, both synthetic or from
natural sources."’

o R; Ry
R, Br 2a H p-CF3
Rq=H, OH, OAc 2b Br m<Cl
R,=H, CI, Br, | - o 2¢ Br pBr
Rs=H, CI, Br, | =0 2d CH; m-Cl
y 2e CH; o-Cl
‘ 2f Cl o-Br
X 2g CI  m-OCH,

3 R=H, o-F, p-F, p-Br 4

Fig.1 Structure for natural (1) and synthetic furanones (2a-g), synthetic lactams
(3, 4) and furan-2(5H)-one (5).

Recent studies suggest that essential oils from Coffea canephora,
Melaleuca alternifolia (tea tree) and Cinnamonum verum could interfere
with the QS mechanism.’*** Kahn et al. studied 21 essential oils and
evaluated their anti-QS activity using the bacterium Chromobacterium
violaceum.?! They showed that essential oils from Cinnamomum verum
(cinnamon), Lavandula angustifolia (lavender), Syzygium aromaticum
(clove) and Mentha piperita (peppermint) show anti-QS activity. Other
studies using mint oil (present in peppermint oil) showed that this oil
can strongly interfere with the N-acylhomoserine lactone signalln%
molecules in Pseudomonas aeruginosa and Aeromonas hydrophila.?

These compounds and the essential oils can be incorporated in different
materials, for example in membranes, micro-capsules or electrospun
nanofibers. Hence, an important aspect in the preparation of these
materials is the production process, which is relevant to the
characteristics of the final product. Different techniques are used for the
production of the mentioned materials, but the most promising is
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electrospinning.”*?’ The use of electrospinning for the production of
nanofibrous membranes for biomedical applications has attracted much
attention in recent years. Several studies have shown that electrospun
membranes are suitable for tissue engineering,?® the immobilization of
enzymes and catalysts,®>! dressings for wounds,®**® barriers to
bacterial adhesion®* and controlled drug delivery.*** However, while
strategies to inhibit initial bacterial adhesion to prevent infection are
extremely important, electrospun membranes can provide a support for
the adhesion and proliferation of cells due to similarities with human
tissue structure in terms of physical properties.®® Thus, the development
of electrospun nanofibers with antibiofilm activity represents a
promising filed for the development of functionalized biomaterials.

Considering the importance of the problems caused by biofilm
formation in different materials used in the medical field, in this study
we developed randomly-aligned electrospun membranes with selective
permeability using poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), and
functionalized with biofilm inhibitor compounds at different
concentrations based on the literature and previous studies: Tea tree and
C. canephora essential oils, the y-hydroxy-y-lactam (4) and furan-
2(5H)-one (5) (Figure 1). PLGA was chosen due to its broad range of
applications as a biomaterial and its biocompatibility, mechanical
properties and biodegradability.*’

4.3 MATERIALS AND METHODS
4.3.1 Nanofiber materials

The PLGA used was PURASORB PLG 8218. Australian tea tree oil
(Desertessence®) was purchased on the local market and used as
received. Coffea canephora oil was prepared by Guerreiro Filho group
and used as received. Also, furan-2(5H)-one (5) (Sigma Aldrich®).
Chloroform (Vetec®), N,N-dimethylformamide (DMF) (Synth®) and
dimethylsulfoxide (DMSO) (Vetec®) were used. Prior to incorporation
lactam 4 was first dissolved in DMSO to a concentration of 50% (w/v).
Lactam 4 was prepared as previously described.® The compound was
fully characterized by IR, nuclear magnetic resonance (*H and **C
NMR), and mass spectrometry. All physical and spectroscopic data were
in agreement with those previously reported.™
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4.3.2 PLGA membrane production

For the preparation of the nanofibers, PLGA was first solubilized (10%
wi/v) in a solution containing chloroform and N,N-dimethylformamide
(95:5 v/v) for 8 h. For each agent to be tested (essential oils, lactam 4
and furan-2(5H)-one 5, a given quantity of the polymer solution (PLGA
+ chloroform + DMF) was separated and the additives were added in
different concentrations to a final volume of 2 mL. Solutions were
placed in plastic syringes (5.0 mL) and injected through stainless steel
needles, connected to a high voltage power supply, using a voltage of 13
kV with a flow rate of 2 mL h™. The distance between the needle and
the collector was 15 cm and the collector was comprised of a rectangular
metal plate. In addition to fibers containing the different oils, PLGA
mats were also prepared and used as the reference (PLGA Control). The
concentrations and the codes for the samples used in this study are:
CCO0-2, CCO-4 and CCO-8 (oil from C. canephora at 0.002, 0.004 and
0.008 w/v, respectively), TTO-2, TTO-4 and TTO-8 (for oil from M.
alternifolia - tea tree oil - at 0.002, 0.004 and 0.008% wi/v, respectively),
FUR-2, FUR-4 and FUR-8 (for furan-2(5H)-one 5 at 0.002, 0,004 and
0.008% wi/v) and LAC-2, LAC-4 and LAC-8 (for lactam 4 at 0.002,
0.004 and 0.008% w/v).

4.3.3 Bacterial strains and growth conditions

Streptococcus mutans ATCC 25175 was grown under microaerophilic
conditions for 48 h at 37 °C on brain-heart infusion (BHI) agar plates
(Bacto®, Difco), supplemented with 3.0 g L™ of yeast extract (Bacto®,
Difco) and 200 g L™ of sucrose (Bacto®, Difco, USA). For the biofilm
assays, S. mutans cells were inoculated in Tryptic Soy Broth (TSB)
(Bacto®, Difco) supplemented with 3.0 g L™ of yeast extract and 200 g
L™ of sucrose, and incubated for 18 h at 37 °C. After incubation, cells
were harvested by centrifugation at 5000 rpm for 10 min at 4 °C and
washed twice in a phosphate buffer solution (PBS).

4.3.4 Biofilm formation and analysis

After growth and harvest following the conditions described above, S.
mutans cells were re-suspended in TSB medium supplemented with
mucin (2.5 g L™), peptone (5 g L™), urea (1 g L™), yeast extract (2 g L™
and sucrose (200 g L™) to obtain a suspension with an oEticaI densit%/
(ODg3zo) of 0.6, corresponding to approximately 1 x 10° CFU mL™.
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ODg3o Was measured using a spectrophotometer (BioTek®, USA). ¥4

This inoculation concentration was chosen according to preliminary
studies to determine the inoculation concentration that would produce
the structured and robust biofilm in the period which our study was
carried out. Before sampling, samples were agitated to ensure that all
bacteria not in biofilm were suspended in the medium.

Electrospun membranes were cut in 0.8 x 0.8 cm to cover the 24-well
plate and sterilized under UV radiation for 12 h. Sterile nanofibrous
membrane samples were placed into 24-well plates containing 2 mL of a
S. mutans suspension in TSB medium, and incubated for 48 h at 37 °C,
under microaerophilic conditions. Subsequently, 200 pL of these
cultures was used to quantify the planktonic growth by ODgsg
determination on a microplate reader (BioTek®, USA).

For the biofilm quantification, electrospun nanofibrous membranes,
recovered from the 24-well plates after incubation with S. mutans, were
washed twice with PBS. Adherent bacteria were detached from the
membrane surfaces by proteinase K treatment. Briefly, samples were
then placed on 24-well plates containing 1 mL of PBS and 1%
proteinase K (Sigma-Aldrich®), and incubated at 37 °C for 60 min.*
After proteinase K treatment, a physical method was used to increase the
biofilm detachment, and adherent bacteria were further removed from
the membranes by vortex treatment for 1 min as described elsewhere.*
Suspensions were then serially diluted in PBS (up to 10°°) and 100 pL
were plated on BHI agar and incubated as previously described, to
determine the CFUs mL™. These experiments were performed in
triplicate and carried out in three independent assays.

4.3.5 Surface analysis

For the microscopy analysis, membrane samples were sputter-coated
with gold, and analyzed by scanning electron microscopy (SEM) (JEOL
JSM-6390LV, Japan) at 15 kV. SEM images were further analyzed
using DiameterJ plugin of ImageJ software®.

The fiber diameters were then measured on five positions and three
different samples and reported as dio, dso and dgg values, which are the
diameters at which 10, 50 and 90% of the sample is comprised of fibers
with a diameter lower than this value. The dsy value is the median
diameter of the fibers whereas the difference between dip and dgg
indicates the magnitude of the diameter of fibers: in this case, a greater
difference between these values indicates a larger fiber diameter
distribution.
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4.3.6 Chemical analyses

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra were obtained
on a Cary 600 Series FTIR Spectrometer (Agilent Technologies) using
the attenuated total reflectance (ATR) module with a ZnSe crystal. The
analyfis was carried out in the region of 4000-400 cm™ at a resolution of
2cm-.

Headspace gas chromatography—mass spectrometry analysis was carried
out on an Agilent gas chromatograph (7890A GC System) equipped
with an Agilent autosampler (GC Sampler 80) and a quadrupole 5975C
Agilent Technologies with triple axis detector. All compounds were
separated using an Agilent capillary column HP-5MS (3
0mx 0.25 mmi.d. x 0.25 pm). Injector and detector temperatures was
set at 250 and 180°C respectively and the oven temperature was
programmed as follows: 40°C for 2 min and ramped linearly to 145 °C
(3 °C min™) and then to 280 °C (10.0 °C min™), held for 10 min. High-
purit%/ (99.99%) He was used as the carrier gas with a flow rate of 3 mL
min™.

Prior to analysis, a sample of 0.02 mg was packed in sealed 5 mL vials.
In all cases. The samples were kept at 25 °C for 96 hours before 1000
uL of the head space sample were injected. The concentration of each
constituent was calculated as the percentage of the corresponding peak
area to the total area of all peaks observed in the chromatogram.
Composites were identified using a NIST database.

4.3.7 Cell viability assays

Placenta-derived stem cells (p-SCs) were kindly donated by Prof.
Marcio Alvarez da Silva, from the Department of Cell Biology,
Embriology and Genetics of the Federal University of Santa Catarina
(Brazil). Due to their multipotency, immuno-privilege and no-
tumorigenicity these cells represent the normal human cell type for
rapid, reliable and cost-effective screening of toxic drugs compounds.
Also, the use of this particular cell line is more advantageous due to
their easy availability, isolation with abundant cell supply and less
ethical issues. The p-SCs were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (Gibco®) supplemented with 1%
penicillin/streptomycin, 5% horse serum (Gibco®) and 5% calf serum
(Gibco®) at 37 °C with 5% CO, in an incubator. Electrospun
membranes were cut in 0.8 x 0.8 cm to cover the cell culture plate
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(TPP®). After sterilization under UV radiation for 12 h, membranes

3
were washed 3 times with PBS. The p-SCs were seeded (3 x 10 per
well) over the sterile electrospun mats and cultured in DMEM medium
in a humidified atmosphere with 5% CO, at 37 °C. Membranes were
then transferred to individual 96-well culture plates where, after 48 h of
culture, cell proliferation over the nanofibrous membranes was
measured using the cell counting MTS Cell Proliferation Assay Kit
(BioVision’s®). At pre-determined time points, the MTS solution was
added to each well followed by incubation for 2 h at 37 °C with 5%
CO,. The absorbance was measured at 490 nm using a microplate reader
(BioTek®, USA). All testes were carried out three times in triplicate.

4.3.8 Statistical analysis

Results were statistically analyzed by ANOVA and Tukey's post-hoc
test with a significance level of p < 0.05.

4.4 RESULTS
4.4.1 PLGA membrane characterizations

The PLGA membranes were characterized by SEM and results are
showed in Figure 2. From these images it can be observed that all
nanofibers obtained were homogeneous and without the presence of
beads. In addition, the PLGA Control and TTO-4 (Figures 2 A and C,
respectively) sample were more homogeneous without the presence of
coarse fibers. Samples containing C. canephora oil, tea tree oil and
PLGA control (Figures. 2 A, B and C, respectively) produced fibers
with larger diameters, leading to a greater dispersion of the diameter size
of the fibers.
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Fig. 2 SEM images of electrospun nanofibers: A) PLGA Control, B) CCO-4, C)
TTO-4, D) FUR-4, and E) LAC-4.

The characteristic diameters of the fibers are shown in Table I. As can
be seen, in all formulations the fiber diameters are at micron to
submicron levels. Mean diameters (dso) were 0.8, 0.95, 0.85, 0.7 and 0.6
um for the PLGA control, CCO-4, TTO-4, FUR-4 and LAC-4. In
addition, these results show a larger diameter size distribution for the
CCO-4 and FUR-4 samples (indicated by the greater difference between
the dyo and dgg diameters).
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Sample dy (um) dso (um) dgo (um)
PLGA Control 0.3+0.02 0.8+0.2 1.5+0.15
CCO-4 0.38 £ 0.08 0.95+0.09 1.7+0.15
TTO-4 0.32+0.04 0.85+0.18 1.3+£0.08
FUR-4 0.25+0.03 0.7+£0.17 1.8+0.1
LAC-4 0.2 +£0.05 0.6 +0.08 1.1+£0.07

Table 1. Characteristic Fiber Diameters

To investigate if any solvent residue was present in the PLGA samples
were analyzed by FTIR-ATR as illustrated by Figure 3. DMSO exhibits
strong characteristic absorptions at 10451 cm™ due to a stretching of
S=0 bond (vSO).* For chloroform the only relevant absorption appears
at 752 cm, due to C-Cl stretching. For N,N-dimethylformamide a
strong absorption at 1654 cm™ associate to the C=0O stretching.** A
careful analysis of the PLGA samples spectra (Figure 3) revealed that
none of the major absorptions for the solvents were observed. These
results indicate if any solvent residues are present in the PLGA samples,
their quantities would be negligible. This is expected since the solvents

are evaporated during the electrospinning process.
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Fig.3 FTIR-ATR spectra of the electrospun samples.

In the spectra for the pure PLGA (control) and PLGA+additive (tea tree
essential oil, C. canephora essential oil, lactam and furanone) a strong
band in the region of 1756 cm™, characteristic of the carbonyl stretching
(C=0), can be observed. Characteristic stretching bands for the C-O
group were observed between 1300 and 1150 cm™. Also, absorption
bands in the following regions were identified: 3000-2900 cm™
characteristic of the stretching of the methyl groups CH, CH; and CHy;
1500-1250 cm™ characteristics of the deformation of methyl groups
(CH; and CH,); and 1350-1150 cm™ characteristics of "wag type"
vibrations of the groups CH, and CH.** It should be noted that spectra
for the PLGA and PLGA-+additive samples are almost identical,
indicating that the concentrations of the additives lie outside the
detection limit of this technique.

To further investigate the release of the solvents used in the membrane
preparation, GC-MS analysis was carried out to identify any traces of
these solvents. For these analyses samples of the polymer containing
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additives were kept in a vial at 25 °C for 96 hours and the
chromatograms of the head space vapor revealed that chloroform was
not released by none of the samples. For the DMF small quantities were
released by PLGA control, TTO-4, FUR-4 and LAC-4, while DMSO
was only released by LAC-4.

4.4.2 Planktonic growth

As shown in Figure 4, the ODg3 values for planktonic growth (24 h)
showed no statistically significant difference between the groups,
indicating that the addition of the compounds tested to the nanofibrous
membranes did not affect the growth of S. mutans.
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Fig. 4 Quantification of planktonic growth of S. mutans (TSB, 24 and 48 h at
37°C).

After 48 h of incubation, the samples still showed no statistically
significant difference for planktonic growth rates of S. mutans,
compared to the control, although a slight tendency toward enhanced
planktonic growth could be noted with the CCO-4 membranes as the
medium.
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When compared to the control (without fibers), all electrospun
nanofibers samples displayed significant lower OD readings for
planktonic growth, at both 24 h and 48 h.

4.4.3 Biofilm analysis

The biofilm inhibition activity was assessed by counting the CFU mL™
after bacterial disaggregation from the nanofibrous membranes. The
average value obtained for adhered viable cells in the biofilm was
approximately 1.2 x 10?2 CFU mL™ in the furanone membranes and 4.42
x 10° CFU mL™ in the PLGA control membrane (Figure 5). These
results indicate a significant reduction in the bacterial attachment to the
functionalized membrane surfaces containing furanone. Also, data
obtained for the Tea tree and Lactam containing membranes indicated
notable S. mutans biofilm disruption (2.12 x 10% and 2.3 x 10 CFU mL’
! respectively). In contrast to the above-mentioned groups, the CFU
counts for the C. canephora samples showed no statistically significant
difference compared with the control group.
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Fig. 5 Streptococcus mutans biofilm formation (TSB, 48 h at 37°C) over
nanofibrous membrane surfaces, measured by counting the colony forming units
(CFU mL™) (ANOVA and Tukey’s post-hoc test with a significance level of p <
0.05).

4.4.4 Cell viability

In this study, p-SCs cells were seeded on PLGA nanofibrous membranes
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functionalized with antimicrobial compounds, incorporated in 3
progressive concentrations. Each membrane with cells was cultured for
2 days and the in vitro biocompatibility was evaluated using the MTS
cell proliferation assay. The furanone containing membranes exhibited
no statistically significant difference in relation to the PLGA control
group for the three distinct concentrations, indicating no inhibitory
effect on cell proliferation. However, a reduced cell density was noted
for the lactam 4 and C. canephora samples, at concentrations of 0.004
and 0.008% (w/v). Measurement of the absorbance also showed that the
cell growth on the tea tree membranes decreased significantly (p < 0.05)
compared to the PLGA samples at the highest concentration as showed
in Figure 6.
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Fig.6 (p-SC) proliferation on nanofibrous membranes after 2 days of cell
culture. The horizontal bar indicates the FDA recommended cytotoxicity
endpoint (50%) “?. ANOVA and Tukey’s post-hoc test with a significance level
of p < 0.05).

4.5 DISCUSSION

The membranes produced in this study were composed of randomly-
oriented nanofibers, which confer characteristics such as enhanced
mechanical properties and strength as well as reduced risk of fibrous
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tissue infiltration, which is an important requirement for guided tissue
regeneration (GTR). According to previous reports, the average
diameter of the pores in the aligned nanofibrous mat is three times larger
than that in the randomly-oriented mat, and the porosity of the aligned
nanofibrous scaffolds is greater, therefore not presenting ideal properties
for GTR membranes. Moreover, in randomly-oriented nanofibrous mats
the conduit has nano- to micro-sized pores (50 nm-5 pum) through which
oxygen, nutrients and neurotrophic factors such as growth factors can
permeate, but they prevent the infiltration of fibrous tissues.*>*°

In the study reported herein, the results obtained from the biofilm
analysis indicate that most of the compounds tested (synthetic lactam 4,
tea tree oil and furanone 5) are effective in suppressing S. mutans
biofilm development on nanofibrous membranes, with C. canephora
presenting relatively low biofilm inhibition rates compared to the other
compounds.

Data provided by the statistical analysis of the counting data (CFU;
Figure 5) for the biofilm formed over the furanone-functionalized
membranes indicate a significant inhibition when compared to biofilms
formed in the absence of an inhibitor (p<0.05). These results corroborate
a series of previous studies, where these compounds were shown to
actively inhibit biofilm formation.*”™*°

In addition, the reduced CFU counts for the biofilm detached from the
lactam-functionalized membranes (approximately 2.3 x 10 CFU mL™
compared to 4.42 x 10> CFU mL™ for the control samples) are in
agreement with results reported in the literature,”® where similar
synthetic lactams, derived from furanones, were tested in solubilized
form against the biofilm formation of S. mutans grown over titanium
mats.

The planktonic growth rates for S. mutans in the presence of all
compounds tested showed no statistically significant difference when
compared to the control membranes (Figure 4). This result indicates that
none of the compounds added to the surrounding medium displayed a
bactericide/bacteriostatic effect, which is an indication that no systemic
effects of the drugs would be expected.

Interestingly, when compared to the no-PLGA control sample, all
electrospun nanofibers samples displayed significant lower OD readings
for planktonic growth, at both 24 h and 48 h. This result was
unexpected, since previous work had already demonstrated that PLGA
membranes and disks do not inhibit bacterial growth, either in
planktonic or biofilm state ¥ It is possible that this inhibitory effect in
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bacterial growth could be attributed to modifications introduced in the
material by the electrospinning technique itself .

As the incorporation of these compounds does not interfere with
planktonic growth, these additives are supposed to act as biofilm
inhibitors. Further studies have to be conducted in order to determine the
mechanism of biofilm inhibition of these compounds, but studies
already conducted in solution showed that furanones and lactams could
act as a quorum sensing inhibitors.® In the case of essential oils, as they
are composed of various compounds it is difficult to determine which of
them could present a quorum sensing inhibition activity. Also, it should
be mentioned that as the activity of the individual compounds present in
essential oils were not yet studied regarding their effect on bacteria, it is
not known if, besides affecting biofilm formation, they also interfere
with other bacterial metabolic pathways. Although in our study the
compounds did not affect bacterial viability, it cannot be excluded that,
at different concentrations than those used in this study, other metabolic
pathways could also be affected.

The evaluation of the cytotoxicity of the compounds incorporated into
the PLGA membranes against human p-SCs (Figure 6) revealed that the
surface of the electrospun membranes can provide a support for the
proliferation of the cells.

Furanone-incorporated surfaces did not exhibit an inhibitory effect on
cell viability, at the concentrations tested, as observed through a
comparison with the PLGA control membranes (p < 0.05). This is an
important advance in the area of biomaterials, allowing surface coverage
and integration with the host tissue cells prior to bacterial
adhesion/colonization. The results obtained for membranes containing
lactam 4 indicated that cell viability was affected (p < 0.05) on applying
two out of the three concentrations tested, reducing the percentage of
viable cells from 73 to 50%. Since in previous studies solubilized did
not display significant cytotoxic against human cells, this decrease in
cell viability showed here could be associated with residual traces of the
organic solvent, DMSO, identified in the GC/MS analysis. Also, the
direct incorporation of the solvent into the electrospun fibers has not
been determined in previous cytotoxicity studies, further studies are
necessary to confirm the possible influence of the process on the DMSO
results.

Chemical analysis of samples was conducted in order to identify solvent
traces in the membranes. From the FTIR/ATR analysis solvent traces on
the fiber surface could not be detected. These results were further
supported by GC-MS analysis, where only residual traces of DMF were
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identified in the PLGA Control, TTO-4, FUR-4 and LAC-4 samples,
with no cytotoxicity being presented.

4.6 CONCLUSIONS

In this study, we successfully synthetized bioactive membranes by the
electrospinning process in order to produce randomly-aligned nanofiber
mats suitable for use in the prevention of biomaterial-associated
infections and for tissue cell integration. Morphological analysis verified
the smooth and bead-free surface features of the nanofibers, and the
nanofiber diameter varied according to the additive used. These
differences can be attributed to variations in the viscosity and
conductivity due to the incorporation of additives.

Incorporation of compounds in nanofibers leads to a reduction in biofilm
formation with best results being obtained for tea tree oil, furanone and
lactam. Coffea canephora oil showed only marginal biofilm inhibition.
Furanone is reported in literature to act interfering with bacterial
communication leading to a biofilm formation inhibition. In the case of
essential oils, it should be noted that they have a heterogeneous
composition and their mode of action in the biofilm formation could be
by interfering with bacterial communication but it cannot be excluded
that they could interfere with other metabolic pathways.

The results obtained indicate that the electrospun bioactive PLGA
membranes prepared represent a promising matrix for tissue cell
proliferation while acting as a barrier for fibrous tissue infiltration and
inhibiting bacterial interaction. The antibiofilm activity and cytotoxicity
data revealed that furanone-functionalized nanofibrous membranes
might be a good candidate for developing new functionalized
biomedical devices. It is possible that furanone 5 alone could be
successfully used to protect biomaterials against antibiofilm
contamination; nevertheless a much higher efficiency in biofilme
inhibition might be achieved by combining one or more compounds in
the structure of the material. With this in mind, studies are under way to
test the efficacy of different antibiofilm compositions embedded in the
biomaterial nanofibers.
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