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RESUMO

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo agentes antimicrobianos para
tratamento in situ apresenta-se como uma estratégia promissora na prevencao e tratamento de
infeccBes orais. O uso sistémico de antibidticos apresenta limitacBes, pois além de limitar a
distribuicdo aos tecidos lesionados, ocasiona reagdes adversas, podendo ainda contribuir na
aquisicdo de resisténcia aos microrganismos. Diante disso, este estudo objetivou co-
encapsular digluconato de clorexidina (CHX) e &cido elagico (EA) em nanoparticulas de
zeina com vista a potencializar a atividade antimicrobiana destes agentes frente a
microrganismos caracteristicos de infeccdes orais. As nanoparticulas, de cada farmaco
individualmente e em associacdo, foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo, e em
seguida caracterizadas quanto ao seu tamanho (nm), indice de polidispersdo (pdl) e potencial
zeta (mV) sendo submetidas a um estudo de estabilidade com exposi¢cdo a diferentes
condigdes de armazenamento (4°C, 25°C e 40°C) de modo a averiguar o seu comportamento
ao longo do tempo. Foram determinadas a concentracdo inibitéria minima e bactericida
minima frente a Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, seguidas pela avaliacdo do efeito sinérgico,
sinérgico entre a CHX em solucdo e EA em solugcdo e nanoencapsulado. Por ultimo, foi
avaliada a atividade antibiofilme das nanoparticulas desenvolvidas frente a S. aureus e S.
mutans. Apds 180 dias de analise, dentre as nanoparticulas co-encapsuladas somente as
NChxEa ¢ 250, manteve-se estavel e também desempenhou a acdo antimicrobiana mais eficaz
frente as cepas selecionadas mantendo as CIMs e CBMs entre 12,2 pg/ml, 24,4 e 48,8 pg/ml.
A combinacdo de CHX e EA resultou em efeito aditivo, enquanto que a co-encapsulacao
destes ativos, pese as limitagbes observadas, demonstrou ser uma estratégia eficaz para
melhorar o efeito antibacteriano frente a P. aeruginosa e S. aureus por meio do teste cross-
board check. As nanoparticulas co-encapsuladas demonstraram efeito antibiofilme frente S.
aureus, no entanto o EA nanoencapsulado apresentou o maior efeito, reduzindo a viabilidade
em 49%. Frente ao biofilme de S. mutans, as NEaChx 254, mostrou-se como a formulacédo
mais favoravel na reducdo da viabilidade bacteriana em 22,6 %.As nanoparticulas carregadas
com CHX e posteriormente com EA demonstraram estabilidade adequada apds 6 meses, e
seriam, portanto, candidatas ao seu uso como agente antimicrobiano para uso odontolégico,
associando os efeitos antimicrobianos de ambos os ativos aos demais efeitos benéficos

providos pelo &cido elagico.



Palavras-chave: Acido elagico. Clorexidina. Nanoparticulas. Antibiofilme. Antimicrobiano.
Odontologia.



ABSTRACT

The development of polymeric nanoparticles containing antimicrobial agents for in situ
treatment is a promising strategy for the prevention and treatment of oral infections. The
systemic use of antibiotics has limitations, as in addition to limiting distribution to injured
tissues, it causes adverse reactions and may also contribute to the acquisition of resistance to
microorganisms. Therefore, this study aimed to co-encapsulate chlorhexidine digluconate
(CHX) and ellagic acid (EA) in zein nanoparticles in order to enhance the antimicrobial
activity of these agents against microorganisms characteristic of oral infections. The
nanoparticles, of each drug individually and in association, were prepared by the
nanoprecipitation method, and then characterized as to their size (nm), polydispersion index
(pdl) and zeta potential (mV) being subjected to a stability study with exposure to different
storage conditions (4°C, 25°C and 40°C) in order to verify its behavior over time. The
minimum inhibitory and minimum bactericidal concentration against Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans
were determined, followed by the evaluation of the synergistic, synergistic effect between
CHX in solution and EA in solution and nanoencapsulated. Finally, the antibiofilm activity of
the developed nanoparticles against S. aureus and S. mutans was evaluated. After 180 days of
analysis, among the co-encapsulated nanoparticles, only NChxEa 0.25% remained stable and
also performed the most effective antimicrobial action against the selected strains,
maintaining MICs and MBCs between 12.2 pg/ml, 24, 4 and 48.8 pg/ml. The combination of
CHX and EA resulted in an additive effect, while the co-encapsulation of these actives,
despite the observed limitations, proved to be an effective strategy to improve the
antibacterial effect against P. aeruginosa and S. aureus through the cross-test. boardcheck.
The co-encapsulated nanoparticles showed an antibiofilm effect against S. aureus, however
the nanoencapsulated EA showed the greatest effect, reducing viability by 49%. Faced with
the S. mutans biofilm, NEaChx 0.25% proved to be the most favorable formulation in
reducing bacterial viability by 22.6%. Candidates for its use as an antimicrobial agent for
dental use, associating the antimicrobial effects of both actives with the other beneficial
effects provided by ellagic acid.

Keywords: Ellagic acid. Chlorhexidine. Nanoparticles. Antibiofilm. Antimicrobial. Dentistry.
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1 INTRODUCAO

A proliferacdo dos microrganismos muitas vezes, apresenta dificil controle,
ocasionando diferentes tipos de agravos na cavidade oral, tais como a cérie, doenca
periodontal e infeccdo pulpar. Neste microambiente a sua manifestacdo é fortemente
influenciada por héabitos de higiene irregulares, alimentacdo rica em acgucares e também por
fatores imunoldgicos. Além disso, certos microrganismos proliferam-se rapidamente em
superficies formando biofilmes os quais dificultam a sua eliminacdo. Em virtude disso, é
crescente a busca por novas estratégias terapéuticas antimicrobianas. Os agentes antissépticos
s80 por sua vez, essenciais para impedir o inicio e progressao das infeccdes.

A resisténcia é considerada um dos maiores problemas de saude publica e ocorre pelo
uso indiscriminado de antibioticos, os quais sdo fundamentais para o tratamento de infec¢oes
locais e sistémicas graves. O uso de moléculas com diferentes mecanismos de acdo € uma das
estratégias apontadas como mais eficazes para fazer frente a resisténcia adquirida pelos
microrganismos.

O digluconato de clorexidina (CHX), considerado padrdo-ouro por possuir amplo
espectro de acdo, sendo bacteriostatico ou bactericida, a depender da dose utilizada, tem sido
objeto de estudos que visam otimizar o seu uso a partir da sua incorporacao em formulacdes,
minimizando os seus efeitos adversos bastante frequentes, tais como: manchas em
restauracdes, alteragdes no paladar, formacdo de calculo supragengival, enfraquecimento
0sseo (em usos prolongados), dentre outros.

O acido elagico (EA), composto fendlico pertencente ao grupo dos taninos
hidrolisaveis, tem sido apontado como um bioativo com grande potencial farmacoldgico,
exibindo além da atividade antimicrobiana, propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
anti-enzimaticas, e regeneradoras.

Por sua vez, o uso da nanotecnologia permite superar as limitacbes das formas
farmacéuticas convencionais, favorecendo assim uma maior adeséo dos pacientes a partir do
uso in loco. Desta forma, a co-encapsulacdo destes dois principios ativos seria uma estratégia
promissora no combate a proliferacdo desregulada de microrganismos presentes na cavidade
oral. Como polimero carreador foi utilizado a zeina, proteina extraida das sementes do milho,
que demonstra caracteristicas funcionais bastante favoraveis ao uso em sistemas de liberagéo.

Nesse sentido, o presente trabalho se propés a co-encapsular CHX e EA em
nanoparticulas de zeina com vista a potencializar a atividade antimicrobiana destes agentes

frente a microrganismos causadores de infecgdes na cavidade oral.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Co-encapsular digluconato de clorexidina e acido elagico em nanoparticulas de zeina e

avaliar o seu potencial antimicrobiano e antibiofilme.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Auvaliar o efeito sinérgico do digluconato de clorexidina e acido elagico frente a cepas
representativas das infeccdes orais;

b) Desenvolver nanoparticulas de zeina carregadas com digluconato de clorexidina e
acido elagico;

c) Caracterizar e avaliar a estabilidade das nanoparticulas desenvolvidas;

d) Awvaliar a sua atividade bactericida frente a bactérias representativas das infeccbes
orais;

e) Avaliar a atividade antibiofilme das nanoparticulas desenvolvidas frente a

Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 AMICROBIOTA ORAL

A cavidade oral é definida como um ambiente dindmico, pois sofre constantes
alteracbes em seu meio, as quais afetam componentes importantes de seu funcionamento
como: pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes e presenca de oxigénio (LEMOS et al.,
2005). Alem disso, € composta por uma diversidade de microrganismos, sendo estes bactérias,
fungos, virus e protozoérios, os quais frequentemente atuam de forma benéfica prevenindo a
ocorréncia de estados patogénicos. Contudo, alguns se comportam como patdgeno-
oportunistas, gerando doencas em determinadas condi¢cbes (GERMANO et al., 2018).

Quando isto ocorre, hd a multiplicacdo e organizacdo destes microrganismos através
da formacéo de biofilmes (MARCENES et al., 2013). Com efeito, disso, doengas como a
carie ocorrem de maneira frequente. A sua ocorréncia esta associada a um desequilibrio
bacteriano do biofilme oral, fortemente influenciado pela atuacdo de bactérias como
Streptoccoccus mutans, conforme ilustrado na Figura 1 (BOWEN, 2018; MOSADDAD et al.,
2019).

Figura 1- Representacdo dos efeitos lesivos do Streptoccoccus mutans na estrutura

dentaria.

Cavidade Oral Proliferagao de Atuacao na estrutura
saudavel microrganismos dentaria
na cavidade oral

Infecgdo atingindo a
polpa dentaria

Fonte: Autoria propria (2023).

Ademais, a S. mutans apresenta carater acidogénico, uma vez que, produz acido
lactico, &cido acético, acido formico e propanoico, 0s quais ocasionam a dissolugdo de

estruturas minerais, promovendo além do desgaste e fragilidade, uma maior susceptibilidade a
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infeccbes nas superficies dentarias (TAKAHASHI; NYVAD, 2011). Ainda, prolifera-se
rapidamente por meio de processos fermentativos, sintetizando glucanos e formando
biofilmes.

Outras cepas gram-positivas como Enterococcus faecalis (MICHELOTTO;
ANDRADE; JUNIOR; SYDNEY, 2008) e Staphylococcus aureus tem se tornado resistentes
aos antimicrobianos convencionais o que torna dificil a erradicacdo de seus efeitos sobre as
areas afetadas. A primeira é frequentemente encontrada em tratamentos endodénticos mal
sucedidos. Enquanto que a segunda, tem sido associada com infecgdes da mucosa oral,
alveolares, e com periodontite (RAMS et al., 1990; KIM E LEE , 2015; GARCIA et al.,
2021).

Enquanto, bactérias gram-negativas como a Pseudomonas aeruginosa também séo
investigadas, dado a resisténcia e também a capacidade de produzir biofilme sobre areas
lesionadas de feridas, Ulceras e queimaduras (KLAUSEN et al., 2003; NEVES et al., 2011).

Embora as infec¢Oes bacterianas sejam mais frequentes na cavidade oral, as infecgfes
fangicas também podem ser observadas. A Candida albicans, por exemplo, é uma levedura
comensal, que também demonstra comportamento patdgeno-oportunista perante um
desequilibrio imunoldgico, contribuindo igualmente para a formacdo de biofilmes uma vez
que possui facilidade em se aderir a superficies (SILVIA et al., 2012).

E importante ressaltar que as infecgBes orais associadas a formacio de biofilmes séo
dificeis de tratar devido o comportamento adaptavel das cepas frente aos tratamentos
(QUAVE et al., 2012).

Outro aspecto relevante, ¢ a simbiose e adaptacdo apresentada por/entre diferentes
microrganismos. Lamont et al., (2018) e Campelo, (2020) relataram acdo sinérgica na
cavidade oral entre S. mutans e Candida albicans, as quais atuam promovendo a colonizagédo
da superficie dos dentes por meio de interages mediadas por substéncias poliméricas
extracelulares como carboidratos e proteinas. Ainda que a S. aureus seja uma cepa comensal
da microbiota oral, associada a um periodonto saudavel (COLOMBO et al., 2015) alguns
estudos indicam um alto nivel de expressdo de genes de viruléncia e multirresisténcia em
cepas isoladas de lesbes periodontais, que poderiam contribuir para a transferéncia horizontal
para outras bactérias presentes na cavidade oral, dificultando o seu controle (GARCIA et al.,
2021). O uso indiscriminado de antibioticos para o tratamento periodontal tem sido apontado
como uma das causas para 0 aumento de Staphylococcus spp. na cavidade oral e a sua
resisténcia aos antibioticos, tendo como resultado a ocorréncia de periodontite persistente
(RAMS et al., 1990; KIM E LEE , 2015; GARCIA et al., 2021).
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Diante do exposto, sugere-se que a adequada atuacao das terapias utilizadas frente as
infecces orais esta diretamente relacionada a liberagdo em niveis terapéuticos ao longo do
tempo (FEATHERSTONE, 2006; MARSH; HEAD; DEVINE, 2015) e principalmente em
transpassar os desafios associados & maioria dos agentes antimicrobianos, como uso
sistémico, baixa eficacia frente a microrganismos resistentes, controle dos biofilmes
bacterianos, falta de seletividade e também a sua degradagdo antes mesmo de exercerem seu
efeito farmacoldgico (STINE; BOISEN, 2021).

Portanto, é essencial que sejam desenvolvidas novos tratamentos mais potentes e
efetivos, visto que os microrganismos envolvidos, quando em desequilibrio, podem evoluir
severamente resultando na perda de elementos dentarios, inflamagfes locais e até mesmo
infeccdes sistémicas, que podem por em risco a vida dos pacientes (MARCENES et al.,
2013).

3.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS A BASE DE ZEINA

As nanoparticulas poliméricas sdo carregadas por farmacos e/ou por outras moléculas
ativas que sdo liberados a partir de mecanismos como: dessorcao, difusdo, desintegracdo e
dissolugdo da matriz polimérica que os comporta. A referida matriz possui relacdo direta com
a liberagéo controlada dos ativos incorporados (MORAES, 2009).

Estes sistemas sdo apontados como uma nova estratégia para o tratamento e prevencao
de infecgcbes orais, posto que possuem uma area grande de superficie e alta densidade de
carga, permitindo sua interacdo com a superficie carregada negativamente das células
bacterianas em maior extensdo, resultando no aumento da atividade antimicrobiana (CAO et
al., 2018). A associagdo de ativos com polimeros tem demonstrado ainda a potencializagdo
das suas propriedades antimicrobianas (SAAFAN, 2018; ARAUJO et al., 2021; TAVARES et
al., 2021).

O carreamento de farmacos em sistemas poliméricos possibilita o controle na
dosagem, permitido a administracdo in situ, melhorando desta forma o seu aproveitamento
pela maior estabilidade em fluidos bioldgicos. Esta aproximagdo pode aumentar a
estabilidade, possibilitar o armazenamento a temperatura ambiente, aumentando o tempo de
prateleira de produtos farmacéuticos. (BEDARD et al., 2010; MARCHESSAULT, 2005,
ABRIATA, 2018).
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A zeina é um subproduto do milho, biodegradavel, ambientalmente correto, ndo toxico

e biocompativel. Apresenta-se como uma proteina do grupo das prolaminas, que contem

regides hidrofilicas e hidrofébicas em sua superficie (Figura 2). Este biomaterial pode ser

formulado sob a forma de nanoparticulas coloidais esféricas, contribuindo para a liberacéo

controlada e direcionada de diversos principios ativos, aumentando ainda a sua poténcia

(PASCOLI et al., 2018).

Figura 2- Estrutura quimica da Zeina

a6 &

Fonte: Tavares (2018).

Recentemente, foram observadas associagdes positivas de zeina com outras moléculas
terapéuticas como a tetraciclina (SOUSA et al.,2021), acido anacardico (ARAUJO et al.,
2021), acido eldgico (TAVARES et al., 2021) e EGCG (VALE et al., 2022). No Quadro 1
estdo descritas algumas moléculas cuja estabilidade foi melhorada a partir da encapsulacdo

em nanoparticulas de zeina.

Quadro 1- Avaliacdo da estabilidade de farmacos encapsulados em nanoparticulas de zeina.

Estabilidade da zeina em nanoparticulas

Farmaco Resultados alcancados Referéncia

incorporado

Curcumina As nanoparticulas permaneceram estaveis por 90 dias no escuro. Gomez et
al., (2012)

5-fluoracil, timol e Formulagdes mantidas a 20°C apresentaram precipitacdo e agregacao Da Rosa et

carvacrol apos 2-6 meses de armazenamento. Enquanto as mantidas a 6°C al., (2015)

permaneceram estaveis durante todo tempo de estudo.
Indometacina e | A encapsulagdo de IND e TCL em nanoparticulas de zeina aumentou o | Sousa et al.,
tetraciclina tamanho de particula em relacdo as nanoparticulas  brancas, com | (2013)

tamanhos de 380,0; 501,5 e 288,0 nm, respectivamente. Os complexos
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obtidos apresentaram tamanho uniforme, com pdl entre (0,027 a 0,070) e
potencial zeta positivo para agregados de zeina e IND/zeina com
pardmetros menores para TCL/zeina.

Acido  anacérdico | Desempenho satisfatorio da encapsulagdo de AA em nanoparticulas de | Araujo et al.,
(AA) zeina. Confirmou-se estabilidade ap6s 90 dias para as nanoparticulas e o | (2021)
seu tamanho manteve-se abaixo de 400nm.

Acido elagico A nanoencapsulacdo de EA em nanoparticulas de zeina foi realizada com | Tavares et
sucesso. Obteveram-se nanoparticulas esféricas de superficie lisa, com al., (2021)
tamanho abaixo de 370 nm, potencial zeta positivo e monodispersas. N

Epigalocatequina-3- | A encapsulacdo de EGCG em nanoparticulas de zeina apresentou | VALE et al.,
galato (EGCG) nanoparticulas estaveis a 25°C e a 4°C por 365 dias. (2022)

Fonte: Autoria prépria (2023).

Em sintese, o uso de nanoparticulas de zeina representa diversas vantagens na
administracdo de farmacos, garantindo a sua liberacdo inicial, seguida pela manutencdo de
doses eficazes (BRUCK, 1983). Sendo este aspecto, extremamente valido ante os aspectos
fisicos e fisiologicos presentes na cavidade oral, 0s quais precisam de adaptacdes estratégicas
de modo a oferecer menos incOmodo aos pacientes, aumentando sua adesdo ao tratamento,

associados ainda & manutenc&o da estabilidade e eficicia dos farmacos encapsulados.

3.3 DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA

O CHX atua contra bactérias, fungos, leveduras e virus lipofilicos, consagrando-se
como um dos agentes antissépticos mais potentes, com acdo bacteriostatica em concentragdes
baixas e bactericida em concentracdes elevadas (BASRANI; LEMONIE, 2004). A sua
atividade antimicrobiana baseia-se na interacdo entre a carga positiva da molécula e os grupos
fosfato de carga negativa presentes na parede celular bacteriana, permitindo que a molécula
de CHX penetre na bactéria com efeitos toxicos (GOMES et al., 2013).

A sua estrutura quimica é composta por dois anéis clorofendlicos e dois grupos bis-
biguanida, ligados simetricamente por cadeias hexametilenicas (Figura 3). A bis-biguanida é
uma base forte, carregada positivamente, praticamente insoltvel em agua. Por efeito, seu uso
é predominantemente sob a forma de digluconato, devido apresentar maior hidrosolubilidade
(BASRAN; LEMONIE, 2004).
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Figura 3 - Estrutura quimica do digluconato de clorexidina

H
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Fonte: Autoria Propria (2023).

A aplicacdo do CHX na cavidade oral relaciona-se principalmente a limpeza de
campos operatorios, descontaminacao de canais radiculares, prevencao e inibicdo na formacgéo
de placas e gengivite (GARNER; BARBOUR, 2015). A disponibilizacdo comercial do CHX
ocorre somente sob a forma de solucdo ou gel; tornando um desafio a sua veiculacdo em
materiais dentdrios. A sua incorporagdo em materiais, como polimeros experimentais
(PALLAN et al., 2012) e em formulagdes antimicrobianas para aplicagdo na cavidade oral,

tem sido alvo de diferentes estudos (Quadro 2).

Quadro 2- Estudos realizados sobre incorporacdo de digluconato de clorexidina em materiais

e formulacdes direcionadas a cavidade oral.

Incorporacdo de Clorexidina em materiais e formulagGes para aplicacdo na cavidade oral

Material/ Formulagéo Resultado alcancado Referéncia

CHX incorporado em cimento iondmero Acéo antimicrobiana frente Lactobacillus casei, S. | Sanders et

de vidro convencional (CVC) mutans e Lactobacillus acidophilus. N&o houve al., (2002)
comprometimento das propriedades fisicas do
CVC.
CHX encapsulada em (PEG- b -PLA) Melhora da agdo antimicrobiana frente E. faecalis | Haseeb et al.,
com dispersdo em matriz de hidrogel para aplicacéo intracanal. (2016)

composta por 1% de hidroxietilcelulose

Nanoparticulas mesoporosas de silicato de | Melhora da agdo antimicrobiana frente E. faecalis | Fanetal.,

calcio carregadas com CHX (2016)
Microparticulas de (PLGA) carregadas Inibigdo de S. mutans e liberacdo controlada por Sousa et al.,
com CHX até 120 dias. (2021)

Fonte: Autoria propria (2023).
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Embora, 0 seu uso como enxaguante bucal seja considerado seguro e recomendado
(BELOW et al., 2017) é preciso cuidados em casos de exposicdo continua a altas
concentragdes. Uma vez que a sua degradacdo pode levar a formacdo de p-cloroanilina
produto com carater nefrotoxico e hepatotdxico (LEIKIN; PALOUCEK, 2007).

Por conseguinte, é importante trabalhar a estabilidade e a liberacdo do CHX com o
objetivo de reduzir as doses ou o0 tempo de contato com o paciente para evitar 0s seus efeitos
deletérios e/ou de seus produtos de degradacdo (SALVADOR, 2017). No Quadro 3 sdo
descritos alguns estudos que verificaram a estabilidade de algumas apresentacdes comerciais

de clorexidina.

Quadro 3- Estudos de avaliacao da estabilidade do diacetado de clorexidina e digluconato de

clorexidina.

Avaliacéo da estabilidade de Clorexidina
Formulacéo Resultado alcancado Referéncia
Microparticulas de Poli (&cido Microparticulas de CHX s@o mais sensiveis ao calor em Nojosa
lactico-co-glicolico) carregadas relacao ao diacetato, apresentando diminuigdo de (2012)
com solucgdes diacetado de concentragdo de CHX durante 60 dias.
clorexidina e CHX
Microparticulas de Poli (&cido Diminuicdo da concentragdo de diacetato em todas Morais
lactico-co-glicolico) carregadas formulacGes testadas com destaque as expostas a 37°C. (2015)
com solucbes diacetado de Enquanto as compostas por CHX mantiveram-se estaveis em
clorexidina e CHX todas as concentracGes testadas (2 ,4, 5 e 20 pg/ml) a 25°C e

37°C durante 66 dias.

CHX (Digluconato de clorexidina)

Fonte: Autoria prépria (2023).

Os estudos listados ddo énfase as formas de incorporar, avaliar e melhorar a
estabilidade do CHX, além disso, demonstram a relevancia deste trabalho, pois seus
resultados apontam para novas alternativas de veiculacdo deste farmaco, haja vista a urgéncia
crescente de formulacGes mais eficazes frente aos microrganismos presentes em infeccgoes
odontoldgicas, uma vez que os antimicrobianos convencionais possuem certas limitagdes,
como a baixa concentragéo atingida nos tecidos e o maior risco de efeitos adversos (SOUSA
et al.,, 2021). As aplicacBes diferenciadas, além da incorporacdo em materiais € a sua
associagdo com outros ativos, a exemplo do EA, podem auxiliar no controle da formagéo e
crescimento de biofilmes e impedir a progressdo de doengas que possam comprometer ainda
mais a saude dos pacientes atuando de forma mais estratégica no estabelecimento do re-

equilibrio da microbiota oral.
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3.4 ACIDO ELAGICO

O EA é um polifenol encontrado em frutas como morango, roma, framboesa, amora e
em plantas como o cha verde e na casca de eucalipto (SHAKERI et al., 2018). A sua estrutura
quimica consiste de 4 grupos hidroxila e de alguns anéis lactona que representam a sua por¢ao
hidrofilica (Figura 4).

Figura 4- Estrutura quimica do Acido elagico

OOOH
HOIOO

OH

Fonte: Autoria Propria (2023).

Este bioativo possui atividade anticancerigena, antiviral, anti-inflamatoria,
antioxidante e antibacteriana (GALANO; MARQUEZ; GONZALEZ, 2014). Acredita-se que
a sua acdo antimicrobiana pode estar relacionada a capacidade de inativar adesinas
microbianas, enzimas e proteinas de transporte do envelope celular (HASLAM, 1996).
Outrossim, dispde de hidrofobicidade parcial que o permite ser ativo na interface da bactéria,
e possivelmente ser incorporado em sua membrana, resultando em ruptura ou desestabilizacdo
desta. Este mecanismo de acdo é especialmente necessario para inibir bactérias Gram
negativas como P. aeruginosa uma vez que a camada externa de lipopolissacarideos destas é
altamente hidrofobica (QUAVE et al., 2012).

Embora seja considerado um potente candidato a medicamento devido a sua baixa
toxicidade e aos mudltiplos modos de agdo (WANG, 2011; YUN, 2010), este bioativo
apresenta algumas limitagdes como baixa solubilidade (KANG et al., 2006).

A associacdo do EA a outros farmacos e polimeros € investigada como alternativa de

aproveitamento de suas atividades biologicas e correcdo das suas limitacdes (Quadro 4).



Quadro 4- Alguns efeitos promissores do acido elagico para diferentes finalidades.

28

Associacao de Acido Elagico

Formulacéo Atividade Resultado Referéncia
Avaliada
1.Solubilizacéo de zeinaa | Antimicrobiana a) EAisolado: obteve CIM igual a 0,104 | Tavares et
2,5 pg/ml em EA a 144 e 0,208 pg/ml frente S. aureus e P. al.,(2018)
pg/ml aeruginosa, respectivamente.
b) EA+ zeina: CIMem0.125 e 0,104
pg/ml frente S. aureus e P.
aeruginosa, respectivamente.
¢) EA + quitosana: CIM em 0,083 e
0,0625 pg/ml frente S. aureus e P.
aeruginosa, respectivamente
d) EA+ zeina + quitosana: CIM em
0.104 € 0.166 pg/ml frente a S. aureus
e P. aeruginosa.
Avaliacéo do extrato Citogenética e Observou-se efeito anti-genotoxico de 90,6%. VALE etal.,
hidroetanolico de Punica | toxicoldgica Destacando EA como alternativa na prevencdo | (2020)
granatum L (roma) rico de danos aos DNA.
em EA.
Nanoparticulas de zeina Antibiofilme Reducdo de viabilidade bacteriana em Tavares et
carregadas com EA (144 aproximadamente 30% nos biofilmes de P. al., (2021)
pg/ml) aeruginosa e 60% de S. aureus. Associacdo
sinérgica entre zeina e EA para acdo
antimicrobiana.
Avaliacdo do extrato de Antibacteriana e | Inibi¢do de resisténcia de S. aureus a Dahash et
Punica granatum L cicatrizante meticilina, agdo sinérgica de extrato com al., (2021)

(romd) rico em EA

meticilina, acdo cicatrizante em ulceras na
lingua de camundongos.

AE: Acido elagico; CIM: Concentragéo Inibitoria Minima.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Diante do exposto, o0 EA é apontado como uma alternativa clinica adequada para

prevenir o descontrole microbiano e a formacdo de biofilmes bacterianos de forma a reduzir a
viabilidade de S. aureus e P. aeruginosa (TAVARES et al., 2018; 2021).

Proteinas como a zeina e polifendis como o EA sdo dois componentes essenciais para

a formacdo de sistemas complexos, pois as suas interacbes sdo frequentes durante sua

producdo e armazenamento. Além disso, os polifendis possuem boa afinidade de ligacdo as

proteinas, uma vez que alteram suas estruturas e propriedades funcionais, influenciando
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fortemente no aperfeicoamento de suas atividades (PALIWAL; PALAKURTHI, 2014). A

Figura 5 mostra a simulacdo computacional da ligacdo do EA com a zeina.

Figura 5 - Imagem 3D de simulacdo de docking molecular enfatizando a ligacdo néo
covalente de zeina com EA.

nota: o cartoon azul claro representa a zeina; o bastdo verde o &cido elégico; a linha azul representa a ligagéo de
hidrogénio; a linha tracejada cinza representa o efeito hidrofébico gerado pela associag¢do de EA-zeina.
Fonte: Zhao (2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

Para o preparo de nanoparticulas foram utilizados zeina e &cido eldgico (EA)
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich® (St. Louis, EUA) e digluconato de clorexidina (CHX)
do laboratério Guinama (Valencia, Espanha). Foram utilizados ainda caldo Brain Heart-
Infusion (BHI), Agar Muller Hinton (MH) e caldo soja Tripticaseina (TSB) adquiridos da
empresa Kasvi ® (Campinas, Brasil). Os demais reagentes, de grau analitico, foram utilizados

conforme recebidos, seguindo as orientacdes dos fabricantes.

4.2 PREPARO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de zeina carregadas com CHX e AE foram preparadas a partir do
método de nanoprecipitacdo, descrito por TAVARES et al., 2021. Inicialmente, dissolveu-se a
zeina em etanol a 70 % (v/v). Em seguida, adicionou-se etanol a 12,5 % (v/v) e por fim,
incorporou-se 0 EA a 1 mg/ml previamente solubilizado em metanol P.A., homogeneizando-o
cuidadosamente sob agitacdo continua, no intuito de se obter o sistema coloidal. De modo
semelhante, o CHX foi incorporado diretamente a partir da solu¢do a 2% para alcancar as
concentragfes de 0,25 e 0,125% (p/v). As nanoparticulas brancas (Nb), desprovidas de
farmaco, também foram preparadas de modo semelhante. As formulagdes preparadas foram
denominadas conforme ordem de incorporacdo, descritas a seguir: NChxEa o250 OU ¢ 125%
(nanoparticulas de zeina carregadas com CHX a 0,25% ou 0,125% com posterior
incorporacdo de EA a 144 pg/ml), NEaChx ¢ 250 OU 01250 (Nanoparticulas de zeina carregadas
com 4cido elégico a 144 pg/ml com incorporagdo posterior de CHX a 0,25% ou 0,125%). A
Figura 6 descreve sobre o procedimento de preparo das nanoparticulas citadas acima. Para
fins de comparacao, solugdes de CHX a 0,25% e 0,125% e solugdes de EA a 144 pg/ml foram

preparadas no mesmo veiculo e nas mesmas condi¢fes das nanoparticulas.
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Figura 6- Procedimento de preparo de nanoparticulas de zeina, carregadas com &cido elagico
e/ou digluconato de clorexidina.
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Nb (nanoparticulas de zeina); NEa (nanoparticulas de &cido elagico a 144 pg/ml); NChx 0,25% e 0,125%
(nanoparticula de zeina carregada com CHX a 0,25% ou 0,125%); NEaChx 0,25% e/ou 0,125% (nanoparticulas
de zeina carregada com EA a 1mg/ml com incorporacdo de CHX a 0,25% e/ou 0,125%); NChxEa 0,25% e
0,125% (nanoparticulas de zeina carregada com CHX a 0,25% ou 0,125% com incorporacdo de EA a 144

pa/ml).
Fonte: Autoria prépria (2023).
O método de nanoprecipitacdo utilizado neste estudo tem como vantagem ser rapido,
facil e reprodutivel. Favorecendo a obtencdo de nanoparticulas esféricas de distribuicdo

homogénea, além de ndo necessitar de fontes de energia externa. (RODRIGUES et al., 2004).
4.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram caracterizadas em termos de tamanho (nm), indice de
polidispersao (pdl) e potencial zeta (mV) (Zetasizer® Nano-ZS, Malvern Instruments).

A estabilidade é definida como o tempo durante o qual a especialidade farmacéutica se
mantem integra, dentro dos limites estabelecidos para o periodo de estocagem e uso, de forma

a manter as mesmas condigdes e caracteristicas de sua fabricacdo (SILVA et al., 2009).
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Desta forma, as nanoparticulas foram submetidas a um estudo de estabilidade
acelerado conforme a normativa do ICH (1996;2003) sendo expostas a diferentes condigfes
de armazenamento como temperatura ambiente (25 +2°C), refrigeracdo (4+2°C) e ao calor (40
+2°C) de modo a averiguar o0 seu comportamento, sendo avaliado estes parametros ao longo
do tempo: tempo zero (to) e 90 dias (tg). Este tipo de estudo é projetado para aumentar a
velocidade de degradagdo quimica e/ou alteragGes fisicas no produto farmacéutico pela
utilizacdo de condi¢bes dréasticas de armazenamento, com o proposito de monitorar as reacdes
de degradacdo e estimar o prazo de validade sob condi¢fes normais de armazenamento
(ANVISA, 2020).

4.4 AVALIACAO DA INTERACAO POR FLUORESCENCIA ENTRE DIGLUCONATO
DE CLOREXIDINA E ACIDO ELAGICO COM ZEINA

4.4.1 PREPARO DAS NANOPARTICULAS

Para avaliar a interacdo entre CHX e EA por fluorescéncia foi necessario o
desenvolvimento de formulacGes pelo método de nanoprecipitagdo com variacdo de
concentracdo dos principios ativos de modo a se apreciar o efeito sobre a interacdo com a
zeina (Figura 7).

Primeiro, foram preparas as nanoparticulas de ambos os fa&rmacos com concentracfes
fixas: NCHX a 0,5% e NEA a 288 ug/ml, em sequéncia a partir destas derivaram-se as demais
com a incorporagdo do outro ativo. Quando incorporada inicialmente a CHX teve sua
concentracdo variada nas formulagdes na medida em que o EA manteve-se incorporado
fixamente a 288 pg/ml em todas as formulagdes, sendo denominadas da seguinte forma:
NCHXEAL (nanoparticula de CHX a 0,0125%); NCHXEA2 (nanoparticula de CHX a
0,025%); NCHXEA3 (nanoparticula de CHX a 0,125%); NCHXEA4 (nanoparticula de CHX
a 0,0625%); NCHXEAS5 (nanoparticula de CHX a 0,175%); NCHXEAG6 (nanoparticula de
CHX a 0,25%).

Para as formulacGes em que o EA foi incorporado primeiro, também se realizou a
analise da variacdo de sua concentracdo partindo de 288 pg/ml considerando-se que a CHX
manteve-se fixa a 0,5% em todas as formulag6es (Figura 8), denominadas como: NEACHX1
(nanoparticula de EA a 32 pg/ml); NEACHX2 (nanoparticula de EA a 64 pug/ml); NEACHX3
(nanopartiula de EA a 72 pg/ml); NEACHX4 (nanoparticula de EA a 96 pg/ml); NEACHX5
(nanoparticula de EA a 120 pg/ml); NEACHXG6 (nanoparticula de EA a 144 ug/ml).
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Figura 7- Procedimento de preparo das nanoparticulas co-encapsuladas com CHX e EA em

diferentes concentragdes para avalicdo por fluorimetria.

a) Nanoparticulas de CHX a partir de 0,5% com incorporagéo fixa de EA a 288 pg/ml

I _ Adicio de CHX NCHXEA1 = | NCHXEA2 | | NCHXEA3
/ Incomorcio A6EA (0,0125%) (0,025%) (0,125%)
. Adicdo de solucdo de

etanol 70% e 12,5%
4. Homogeneizar

Wro —

NCHXEA4 NCHXEAS NCHXEA®
(0,0625%) (0,175%) (0,25%)

b) Nanoparticulas de EA a partir de 288 pg/ml com incorporagao fixa de CHX a 0,5%

) NEACHX1 NEACHX2 NEACHX3
/1. Adigdo de EA (32 pg/mi) (64 pg/mi) (72 pg/ml)
2. Incorporacdo de CHX
3. Adigao de solugao de

etanol 70% e 12,5%

4. Homogeneizar NEACHX4 NEACHX5 NEACHX6

(96 pa/mil) (120 pg/ml) (144 pg/mi)

Fonte: Autoria Propria (2023).

4.4.2 ANALISE POR FLUORIMETRIA

A avaliacdo da fluorescéncia em estado estacionario das formulaces desenvolvidas no
item 4.4.1 foi realizada no Espectrofotdmetro F-7000 FL (Hitachi, Japdo) a 25°C. As

nanoparticulas foram respectivamente depositadas em uma célula de quartzo de 10 mm x 10

mm x 45 mm. A medida que os espectros de fluorescéncia de nanoparticulas de zeina com

auséncia de farmacos (NB), bem como as nanoparticulas fixas de EA (NEA a 288 pg/ml) e de

CHX (NCHX a 0,5%) e as nanoparticulas com incorporagdo dos dois ativos foram medidas

em um comprimento de onda de excitacdo de A= 278 nm, registrados na faixa de 285-450

nm. As faixas de excitacdo e emissdo foram ajustadas para 5 nm. Por fim os espectros de

fluorescéncia foram plotados usando OriginPro 8.0 (OriginLab, EUA, 2002).
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliar o potencial antimicrobiano das formulacGes desenvolvidas, foram
utilizadas as cepas padrdo (American Type Culture Colletion - ATCC) — Streptococcus mutans
UA159 (ATCC 700610), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylacoccus aureus
(ATCC6539P), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Candida albicans (ATCC 10231),

as quais foram mantidas e cultivadas segundo as suas condicGes especificas.
4.5.1 PREPARO DO INOCULO

Para preparar o inoculo, foram retiradas de trés a quatro coldnias de cepas isoladas em
agar Brain Heart Infusion (BHI) (KASVI®), sendo diluidos em caldo BHI estéril
(Acumedia®) até atingir a turbidez correspondente a 0,5 da escala de Mac Farland, contendo
aproximadamente 1,5 x 10® e 10" unidades formadoras de col6nia (UFC)/ml, para bactérias e
levedura, respectivamente (NCCLS, 2018). As mesmas foram diluidas antes do inicio dos

experimentos, resultando numa concentragéo final em cada pogo de ~10° UFC/m.

4.5.2 DETERMINACAO DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
BACTERICIDA MIiNIMA (CBM)

Foi utilizada a técnica de microdiluicdo em placas para se determinar a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) (NCCLS, 2018). A
atividade antibacteriana das nanoparticulas foi comparada a solucdo dos farmacos preparada
no mesmo veiculo utilizado. Para a determinacdo da CIM, foram efetuadas dilui¢bes seriadas
de cada formulagdo em caldo BHI estéril, sendo adicionados 160 pL de cada diluicdo em
pogos de placas de cultivo celular estéril de 96 pogos contendo 160 uL de caldo BHI estéril e
20 pL do inoculo previamente preparado. O resultado do teste foi determinado através da
observacao de turvacdo nos pocos apos 24 horas de incubacdo a 37+ 2°C. A CIM e definida
como a menor concentracdo de cada formulagdo capaz de inibir completamente o crescimento
aparente dos microrganismos. Para determinar o CBM, aliquotas de 20 uL, obtidas a partir do
poco correspondente a CIM e dos 2 pogos ndo turvos imediatamente anteriores foram
semeadas superficialmente em placas de a&gar MH estéril, as quais em seguida foram
incubadas durante 24 h a 37°C. A CBM ¢ definida como a concentracdo minima do agente

testado capaz de matar a maioria (> 99.9%) dos microrganismos vidveis ap0s incubacao,
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detectada a partir do ndo crescimento bacteriano na superficie do agar. Seis réplicas foram

realizadas para cada formulacédo (Figura 8).

Figura 8- Procedimento da avaliagdo da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de zeina

carregadas com CHX e/ou AE frente a cepas causadoras de infec¢des orais.

Streptococcus mutans ATCC 700610
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Microrganismos estudados 1 Staphylococcus aureus ATCC6539P
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Candida albicans ATCC 10231

/ BHI Microdiluigio em placas - \
~10% UFC/ml s m ]

sinln - |
( ‘ ‘ wessp  Concentragio Inibitoria Minima N in;’g;mg::as
11, (e :
v e ¥ e Bactericida Minima (CBM) 0.8 160 pl de BHI
Determinacio de Resultados 20 l;ﬂoc:j dfot:tl{lﬂla;lc;ﬁes
- 2 e indculo
20 ul de Resazurina - 160 pL de diluigdes seriadas
20l
00000000 Concentragio pogo
— ::: 4344 Bactericida Minima - CIM dchna. ]
$5ssaes: (e :
Incubacdo 24h a 37+ i 000 _
2% 40 minutos acima Incubagdo 24h a 37+

Placa com Agar Muller- 2°C
Hinton

Fonte: Autoria propria (2023).

4.6 AVALIACAO DE EFEITO SINERGICO ENTRE DIGLUCONATO DE
CLOREXIDINA E ACIDO ELAGICO

Para avaliacéo de efeito sinérgico entre CHX e AE frente as cepas bacterianas citadas
no item 4.4 utilizou-se 0 método cross-board check que permite avaliar a combinacdo de
agentes farmacologicos, observando-se 0s seguintes efeitos: sinergismo - indica que a
combinacdo dos compostos aumenta a atividade inibitoria (diminuicdo de CIM) de um ou de
ambos 0s compostos quando comparados ao seu efeito isolado (sozinhos); efeito
aditivo/indiferente - ocorre quando a combinacdo ndo apresenta aumento consideravel na
atividade inibitoria; e antagonismo - quando a combinacdo de compostos apresenta-se

desfavoravel, diminuindo a atividade dos compostos quando em associacdo (LORIAN, 2005).
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Neste estudo, as nanoparticulas e soluces de AE a 144 pg/ml foram combinadas ao
CHX (concentracdo inicial de 75 pg/ml), a partir de diluicdo seriada em microplaca de 96
pocos, de modo a se avaliar o ponto de inibicdo da combinacdo destes com menor
concentracdo (CIM). Para finalizar, foram adicionados em cada pogo 20 pL de cada um dos
indculos contendo aproximadamente 1,5 x 10° UFC/ml previamente preparados em caldo
BHI, conforme descrito no item 4.5.1.

Apbs a incubacdo da microplaca em estufa a 37°C durante 24h, foram adicionados 10
pL de solucdo resazurina a 0,1% em todos 0s pogos, incubando novamente a microplaca em
estufa a 37°C durante 40 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura das microplacas para
analise de resultados a partir da mudanca de coloracdo promovida pela resarzurina (Figura 9)
O efeito sinérgico é determinado através do calculo do indice de concentragdo inibitoria
fracionéria (FIC), conforme equacéo a seguir:

B

A
FIC = + =FICA+FICB
MICA MICB

Onde:
A e B: representam a MIC da combinagdo em um Unico poco;
MIC A e MIC B: representam a MIC individual de cada farmaco;

FIC: categoriza interacdo entre produtos testados

FIC < 0,5 caracteriza um efeito sinérgico;
FIC > 4, indica antagonismo;

Se 0.5 < FIC< 4, corresponde a um efeito aditivo/indiferente.
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Figura 9- Procedimento de avaliacdo de efeito sinérgico entre o digluconato de clorexidina
e solucdo e nanoparticulas de acido elagico frente a cepas envolvidas em infecgdes orais.

Streptococcus mutans ATCC 700610

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Microrganismos estudados 1 Staphylococcus aureus ATCC6539P

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Meétodo Cross-board check ==y Concentracio Inibitéria Minima (CIM) em combinacio de firmacos e individual

® =& ™ . ymgiml (Linha A2H2) NEA 144 mg/ml (Linha AS-HS)

Dﬁui;io até 5°C (A) Dﬂmgéo até 11° C (C) Adllcio de iIleUlOSBISICIXCCIO naAle .‘-\7)
~108 UFC/ml [ |[ ][]
: J Ul
CHX 75u/ml (B) AL U ¢
Linha B1-B6 e B7-B12 ™= g~ 1 Incubagdo 24h a 37+ 2°C
dituig3o 2%
até G L&, J
D( X )
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[ FIC—M+M—FICA+F1CB J

< 0.5= Sinergismo > 4= Antagonismo

0.5-4 = Aditivo

CIM (B) CIM(B)

Fonte: Adaptado de (LORIAN, 2005).

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A avaliacdo da atividade das nanoparticulas e solucdo contendo clorexidina e &cido
elagico frente aos biofilmes de S. aureus e S. mutans foi determinada pelo método do cristal
violeta, conforme previamente descrito (STEPANOVIC et al., 2004).

Os biofilmes foram formados em microplacas de 96 pocos, utilizando o inoculo (~1,5
x10® UFC/mL) preparado em meio TSB suplementado com glicose a 0,5%. Foram
depositados 200 pL do inoculo em cada pogo, sendo as placas incubadas a 37°C, em condi¢éo
de microanaerobiose (5% CO,) para 0 S. mutans e aerobiose para as demais cepas, durante
24h. Apoés este periodo, os biofilmes foram lavados com solucdo fisiologica estéril para
remover as bactérias ndo aderentes, tratados com as nanoparticulas e as suas respectivas

solugdes e controles (positivo — CHX a 2% p/v e negativo — solucdo salina estéril), sendo



38

incubados novamente durante 24h. Em seguida, os tratamentos foram removidos e o biofilme
formado cuidadosamente lavado com solucdo salina estéril. Em seguida, foram fixados com
100 pl de metanol absoluto e corados com cristal violeta (0.1% p/v). Ap6s 30 minutos, 0
excesso de cristal violeta foi removido através de lavagem com solucdo salina estéril e o
biofilme remanescente dissolvido em etanol absoluto, sendo imediatamente submetido a
determinacdo da absorvancia em leitora de microplacas DR-200BS-NM-BI (Kasuaki).

Para se determinar a biomassa remanescente, a absorvancia dos pocos contendo
apenas meio de cultura (sem inoculo) foi utilizada para restar o efeito do meio em todos os
pocos com indculo, enquanto que os biofilmes ndo tratados (controle negativo) foram
utilizados como crescimento maximo (100%) e a sua média utilizada para determinar por
comparagdo proporcional a inibicdo dos tratamentos testados (Figura 10). A inibicdo (%) foi

determinada a partir da seguinte equagé&o:

(Abs controle negativo — Abs amostra)

- 1
100 (Abs controle negativo) x 100

Figura 10- Procedimento da avaliacdo da atividade antibiofilme pelo método do cristal

violeta.
Streptococcus mutans Staphylacoccus aureus

) (ATCC 700610) (ATCC6539P)
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3° dia
a) Lavar com 200 pl de b) Adicionar 100 pl de c) Adicionar 50 pl de violeta
salina (2x) i metanol Absoluto (15 min) genciana a 0,1% (30 min)
\ ......... > \ ] _________ > \
d) Lavar com salina (2x) e Dissolver em 200 pl de etanol absoluto
e) Leitura de Absovancia f) Inibicao das formulagoes

100- (Abs negativo-Abs positiva) x 100

(Abs controle negativo)

Fonte: Autoria Propria (2023).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos ensaios foram expressos como média + desvio padrdo. Estes
foram submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA), seguido pelo teste de Tukey
para efeito de comparacdo entre os pares, assumindo um nivel de significancia minimo de

p<0,05. As analises foram realizadas utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS E AVALIACAO DA
ESTABILIDADE

Foram obtidas nanoparticulas de zeina carregadas com CHX e AE individualmente e
co-encapsulados. As suas principais caracteristicas iniciais (t), apos 90 dias (tgo) € apos 180
dias (t1s0) de armazenamento a temperatura ambiente, encontram-se listadas na Tabela 1.

As Nb permaneceram estaveis em todos os tempos analisados (to, too e tigo).
Inicialmente as NChxo2s0, € NChxEag 1250, apresentaram tamanho entre 300 a 485nm,
enquanto as NEa, NChx 1250, € NEaChx 1250 apresentaram tamanho médio entre 500 e
573nm, contudo as NEaChx ¢ 250, € NChxEa ¢ 250, demonstraram tamanho acentuado de 700 a
863nm. Entretanto, apos 90 dias as NChxEa ¢ 1250, NEaChx 250, € NEaChx ¢ 1250 foram
removidas do estudo devido formacdo de precipitados com dificil redispersdo. J& as NChx
0.25%, NChX 01250, NChXEa 0250, € Nb permaneceram no estudo, porém a maioria destas
apresentaram um aumento de tamanho considerdvel. Para finalizar, apds 180 dias as NEa,
NChX ¢ 1250, NChXEa 250, € Nb mantiveram os mesmos tamanhos de sua analise ap6s 90 dias,
enquanto a NChx g 250, foi removida do estudo.

Identificou-se inicialmente que a maioria das formulagdes desenvolvidas obteve
valores de pdlI inferiores a 0,3, indicando sistemas majoritariamente monodispersos (LI et al.,
2017). No entanto, ap6s 90 e 180 dias houve um aumento considerdvel deste pardmetro em
relacdo ao tempo inicial, para as nanoparticulas que permaneceram no estudo (NChx ¢ 1259 €
NChxEa o250) com exce¢cdo da Nb que manteve seu pdl igual a 0,156 e 0,175,
respectivamente.

O aumento do tamanho de particula e pdl pode ser atribuido a ordem de incorporacgao
dos ativos a formulacdo bem com condicionado a estabilidade do CHX e EA sob as
condi¢des de armazenamento aos quais foram submetidos. Outros parametros envolvidos na
formacgéo dos sistemas como a proporcdo e/ou adicdo da fase organica sob a fase aquosa,
tempo de difusdo entre os compostos e pelo método de adigdo podem igualmente ter
influenciado nos resultados alcangados (YALLAPU et al., 2010).



Tabela 1- Caracteristicas das nanoparticulas de zeina contendo acido elagico e digluconato de clorexidina em tempo zero (to), apos 90

dias (teo) e apos 180 dias (t1g0) de armazenamento a temperatura ambiente.

Formulagdo | AE CHX Zeina Tamanho de particula Pdl Potencial Zeta
(nm) (mV)
%op/p to too T to too | tuso to too tig0
NEa 4.8 - 95,2 | 573,2¢9,4 315,6+3,2 314,3+3,1 |0,315 0,09 0,08 | +28,3 +15,9 +14,9
NChX 2506 - 4,2 95,8 | 387,4+7,8 755,1,4+19,9 ppt 0,220 0,504 0,166| +23,9 +19,8 Ppt
NChX g10506 | - 8,1 | 91,9 |508,4+7,8 2.108+133,9 2.112+228,2|0,288 0,493 0,632| +19,7 +150 +19,9
NChXEa o0 | 48 | 4.2 | 91,0 [862,2+17,0 922,1+64,2 1.018+84,5 |0,330 0,518 0,480| + 13,9 +16,6 +17,5
NChxEa o12506| 4,8 | 8,1 | 87,1 | 484,245 Ppt - 0,283 ppt - |+222  ppt -
NEaChX o506 | 48 | 4,2 | 91,0 |751,8+13,5 Ppt - 0,375 ppt - |+152  ppt -
NEaChx o12506| 4,8 8,1 87,1 |513,5+34,3 Ppt - 0,247 ppt - +20,6  ppt -
Nb - - 100 | 328,3+7,8 325,0+3,1 330,4+1,7 (0,153 0,156 0,175| +35,1 +26,4 +18,0

Ppt: formulacédo precipitada e com redisperséo dificil, removida do estudo de estabilidade.

Fonte: Autoria Prdpria (2023).

18%
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Dentre os sistemas contendo os dois ativos, a adicdo de CHX a 0,25%, seguida pela
incorporacdo do EA (NChxEa ¢2s%), demonstrou ser favordvel a estabilizacdo do sistema
coloidal, sendo ainda a unica que se manteve estavel ao longo de 180 dias (Tabela 1).

O potencial zeta representa um fator repulsivo que condiciona a estabilidade dos
sistemas coloidais. Dessa forma, quanto maior for o seu valor, maior sera a estabilidade da
formulacdo (ALAM et al., 2012). Neste estudo, inicialmente e ap6s 90 e 180 dias a maioria
das nanoparticulas analisadas obtiveram resultados de potencial zeta dentro dos limites de
estabilidade favoraveis (>+ 15 mV ou > + 30 mV), apontando uma boa dispersdo a longo
prazo, conferindo estabilidade e resisténcia a agregacao, em conformidade com os resultados
de TAVARES et al., (2021).

As caracteristicas fisico-quimicas investigadas neste estudo (Tabela 1) sdo
fundamentais para verificar o comportamento destes farmacos individualmente e em conjunto
quando incorporados ao Seu nanocarreador, o0 que consequentemente ird definir as
formulagbes mais adequadas frente a perspectivas futuras (PAESE, 2008). Foi bastante
frequente a quebra dos sistemas pela agregacdo das nanoparticulas, o qual resultou também
em alteracdes macroscopicas (Figura 11).

Figura 11- Representacdo macroscépica de nanoparticulas de zeina carregadas com
digluconato de clorexidina e/ou éacido elagico submetidas a diferentes condicdes de
armazenamento: a) (25+2°C), b) (4+2°C) e c¢) (40 £2°C) apds 180 dias de analise.
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Fonte: Autoria Propria (2023).

Em busca de melhorar o aproveitamento das propriedades proporcionadas pela zeina,
alguns pesquisadores tem buscado promover a estabilizacdo de principios ativos a partir da

nanoencapsulagéo.

No que tange a co-encapsulacdo de CHX e EA, inicialmente em temperatura ambiente,
pdde-se notar que todas as formulagdes se apresentaram homogéneas, enquanto apés 180 dias
as co-encapsuladas (NChxEa e NEaChx) mostraram-se frequente para a quebra de sistema por
agregacao, exceto as formulacOes isoladas (NEa, Nb, NChx 0,25% e 0,125%). Entretanto,
apos 180 dias na refrigeracdo a maioria das nanoparticulas isoladas se manteve redispersivel
(NEa, Nb, NChx 250 € 0125%) assim como as co-encapsuladas (NChxEa g2s%). Por fim,
quanto submetidas ao calor (40 £2°C) formaram-se agregados de dificil redispersdo em todas
formulagdes (Figura 11).

Dentre os sistemas contendo CHX e AE, somente a formulacdo NChxEa ¢ 250, Se
manteve estavel ao longo de 180 dias, mostrando-se portanto favoravel para o uso destes dois
ativos, com vistas a melhorar as atividades bioldgicas, antibacteriana e antibiofilme que serdo

abordadas a seguir.
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5.2 AVALIAGAO DA INTERAGAO ENTRE ZEINA COM DIGLUCONATO DE
CLOREXIDINA E ACIDO ELAGICO POR FLUORESCENCIA

As nanoparticulas foram desenvolvidas conforme descrito no item 4.4.1 deste
trabalho, de modo a avaliar o efeito da incorporacdio de CHX e EA nas diferentes
concentracdes em relacdo as nanoparticulas de zeina (NB) previamente observadas por
TAVARES et al., (2021).

Por conseguinte, primeiramente examinaram-se as nanoparticulas isoladas, ou seja,
compostas somente por um farmaco ou biopolimero tais como: NB, NCHX e NEA (Figura
12). Apos isso, foram testadas as formulacbes que partiram da concentracdo fixa de CHX a
0,5% tais como: CHXEAL a 0,0125%, CHXEA2 a 0,025%, CHXEA3 a 0,125%, CHXEA4 a
0,0625%, CHXEAS a 0,175% e CHXEAG6 a 0,25% (Figura 13). Em seguida, verificaram-se
as nanoparticulas que derivaram da concentracdo fixa de EA a 288 pg/ml tais como:
NEACHX1 a 32 pg/ml, NEACHX2 a 64 pg/ml, NEACHX3 a 72 pg/ml, NEACHX4 a 96
pag/ml, NECHX5 a 120 pg/ml e NECHX6 a 144 pg/ml (Figura 14).

Wang et al., (2019) enfatiza que as moléculas de zeina podem apresentar uma

fluorescéncia intrinseca a partir de residuos de triptofano presente no EA, tirosina e
fenilalanina, esses aminoacidos ajudam a obter informacdes sobre a conformacao da proteina.

A intensidade de fluorescéncia da nanoparticula de zeina (NB) foi identificada no
comprimento de onda de 310 nm (Figura 12) de acordo com o relatado por TAVARES et al.,
(2021), a medida que a nanoparticula de zeina carregada com CHX a 0,5% (NCHX) exibiu
em 337 nm, sendo possivel afirmar que o CHX suprimiu grande parte da intensidade da
fluorescéncia em relacdo a NB, indicando interacdo entre os residuos hidrofébicos do CHX e
da zeina (Figura 12). As nanoparticula de acido elagico a 288 pg/ml (NEA) mostrou
comprimento de onda na mesma faixa de NB (310 nm). Demonstrando a formacdo do
complexo EA-zeina, através de aproximacgdo hidrofobica entre os residuos arométicos de
zeina e do EA, constatado por TAVARES et al., (2021) (Figura 12).

Como resultado, haveria uma maior disponibilidade dos grupos (OH) desta molécula,
0 que pode explicar o potencial antimicrobiano aumentado do EA, quando encapsulado em
nanoparticulas de zeina que sera abordado a posteriori.

Tavares et al., (2021) ressalta que ao ser adicionado as formulagfes, 0 EA causa uma
diminuicdo do pico maximo de emissdo de nanoparticulas de zeina, o que pode indicar uma

ligacdo hidrofébica de EA com os grupos hidrofébicos da zeina (incluindo os residuos de

44



tirosina) resultando em um declinio de fluorescéncia como serd visto na Figura 13 e Figura
14.

Figura 12- Espectros de fluorescéncia e comprimento de onda de nanoparticulas de zeina,

digluconato de clorexidina a 0,5% e acido elagico a 288 pg/ml.
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NB (nanoparticulas brancas de zeina); NCHX 0,5% (nanoparticulas de zeina carregada com digluconato de
clorexidina a 0,5%) e NEA (nanoparticula de zeina carregada de acido elagico a 288 ug/ml).
Fonte: Autoria propria (2013)

Percebe-se que a CHXEA1l a qual apresenta a menor concentracdo de CHX
(0,0125%), manteve a intensidade de fluorescéncia da zeina (314 nm) bastante préximo ao da
NB. Por outro lado, todas as demais composi¢Oes apresentaram espectros aplanados,
removendo, portanto a emissao por parte dos residuos aromaticos da zeina. Como discutido
anteriormente, essa interagdo pode ter ocorrido devido o EA estar em maior concentracdo que

a CHX na formulacéo resultando na formacao do complexo EA-zeina (Figura5).
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Figura 13- Espectros de fluorescéncia e comprimento de onda de nanoparticulas de zeina
carregadas com digluconato de clorexidina a partir de 0,5% com acido elagico incorporado
fixamente a 288 pg/ml.
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CHXEA1 (nanoparticulas de zeina carregada com clorexidina a 0,0125% com &cido elagico incorporado 288

pg/ml); CHXEA2 (nanoparticulas de zeina carregada com clorexidina a 0,025% com acido elagico); CHXEA3
(nanoparticulas de zeina carregada com clorexidina a 0,125% com &cido elégico); CHXEA4 (hanoparticula de
zeina carregada com clorexidina a 0,0625% com &cido elagico); CHXEA 5 (nanoparticulas de zeina carregada
com clorexidina a 0,175% com &cido elagico ; CHXEA 6 (nanoparticulas de zeina carregada com clorexidina a
0,25% com &cido el&gico).

Fonte: Autoria Propria (2023).

Conforme Sousa et al., (2012) a zeina apresenta grande afinidade pelas partes
hidrofébicas das moléculas, sobretudo os anéis aromaticos, presentes em polifendis como o
EA, corroborando os resultados encontrados neste estudo (Figura 14). Desta forma, a
incorporacdo de CHX a esses sistemas pode ter influenciado para o0 aumento de supressdo dos

compostos EA e zeina, devido a uma ocupacao de tais residuos por parte do CHX.
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Figura 14- Espectros de fluorescéncia e comprimento de onda de nanoparticulas de zeina,
nanoparticula de acido elagico e nanoparticula de zeina carregada com &cido elagico com
incorporagéo de clorexidina a 0,5%.
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NEACHX 1(nanoparticulas de acido elagico a 32 pg/ml com CHX incorporado a 0,5%); NEACHX 2
(nanoparticulas de acido elagico a 64 pg/ml com CHX incorporado); NEACHX 3(nanoparticulas de &cido
elagico a 72 pg/ml com CHX incorporado); NEACHX 4 (hanoparticulas de acido elagico a 96 pg/ml com CHX
incorporado); NEACHX 5 (nanoparticulas de acido eldgico a 120 pg/ml com CHX incorporado); NEACHX 6
(nanoparticulas de acido eldgico a 144 pg/ml com CHX incorporado).

Fonte: Autoria Propria (2023).

Dentre as interagdes presentes entre a associacdo de zeina e EA, as ligacOes de
hidrogénio sdo as mais provaveis de acontecer sob condicdes moderadas. Tais interacdes
ocorrem principalmente entre areas hidrofobicas de proteinas e anéis aromaticos de
polifendis, como citado anteriormente (ZEMBYLA et al., 2019; TAVARES et al., 2021).
Além disso, 0 EA tem uma propriedade anfipatica, possuindo forte afinidade com proteinas.
Desta forma, pode se inserir com facilidade em sitios ativos da zeina, onde interage com
muitos aminoacidos, ativando-os como Cys 144, Tyr 143, Thr 139, Pro 146 e lle 197. Cys
144, Tyr 143 e Thr 139 formando liga¢des de hidrogénio com EA, enquanto Pro 146 e lle 197

constituem uma espécie de bolsa hidrofobica para envolver o EA (Figura 5).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na Tabela 2 estdo listadas as CIMs e CBMs encontradas para as formulagdes testadas.
O EA sob a forma de solucdo (SEA) e nanoencapsulada (NEA) apresentou os mesmos valores

de CIM e de CBM iguais a 72 pg/ml para todos 0s microrganismos ensaiados.
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Tabela 2- Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de nanoparticulas de zeina contendo acido elagico
e digluconato de clorexidina frente microrganismos caracteristicos de infec¢fes da cavidade oral.
S. mutans E. faecalis S. aureus P. aeruginosa C. .albicans

Formulagéo CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

(ng/ml)  (ug/ml) (ug/ml) (pg/ml) (ng/ml) pg/ml) (ug/ml) (ng/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)

SEA 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72
SCHX ¢ 25% 48,8 48,8 390,6 390,6 24,4 24,4 12,2 12,2 48,8 48,8

NEA 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72
NCHX 0,250 12,2 12,2 12,2 12,2 195,3 195,3 97,6 97,6 97,6 48,8
NCHXEA 0250 24,4 24,4 24,4 24,4 24,4 24,4 48,8 48,8 12,2 12,2
NCHXEA ¢,125% 48,8 48,8 390,6 390,6 24,4 24,4 97,6 97,6 97,6 195,3
NEACHX 250 97,6 97,6 24,4 24,4 48,8 48,8 97,6 97,6 24,4 24,4
NEACHX ¢,125% 97,6 97,6 781,2 781,2 390,6 390,6 97,6 97,6 24,4 24,4

SEA (solugdo de &cido eldgico a 144 pg/ml); SCHX 0,25% (solugdo de digluconato de clorexidina a 0,25%); NEA (nanoparticulas de EA a 144 pg/ml); NCHX 0,25%
(nanoparticulas de CHX a 0,25%); NCHXEA 0,25% (nanoparticulas de CHX a 0,25% com EA incorporado a 1mg/ml); N CHXEA 0,125%(nanoparticulas de CHX a 0,125%
com EA incorporado); NEACHX a 0,25% (hanoparticulas de EA a 1mg/ml com CHX incorporado a 0,25%); NEACHX 0,125% (nanoparticulas de EA a 1mg/ml com CHX
incorporado a 0,125%).

Fonte: Autoria Prdpria (2023).
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Frente a S. mutans observou-se que a NCHX g 250, (& formulacdo que se manteve mais
estavel ao longo do estudo) apresentou a menor CIM (12,2 pg/ml) em relacdo as outras
formulagbes testadas, inclusive a CHX sob a forma de solucdo (SCHX (254) com CIM e
CBM igual a 48,8 pg/ml. Indicando possivelmente o aumento da acdo antimicrobiana
favorecida pelo encapsulamento do CHX no biopolimero zeina a qual proporcionou uma
liberacdo mais sustentada deste fArmaco no sistema, sendo, portanto mais eficiente frente a S.
mutans. A NCHXEA g 250, também se destacou em relacdo a SCHX g 250, demonstrando CIM
e CBM igual a 24,4 pug/ml, neste caso os dois ativos (CHX e EA) foram co-encapsulados,
respectivamente ao sistema polimérico, diante do exposto pode-se verificar que isto também
possibilitou impulsionar a atividade antibacteriana do CHX e do EA, uma vez que, quando
isolados mostraram CIM e CBM superiores de 48,8 e 72 pg/ml, respectivamente. Por fim, as
formulacBes co-encapsuladas em que o CHX foi incorporado por altimo (NEACHX g 259 €
0.125%) exibiram as CIMs e CBMs mais elevadas iguais a 97,6 pg/ml.

Frente a E. faecalis as formulacGes que apresentaram a menor CIM e CBM foram:
NCHXop 250 a 12,2 pg/ml, seguidas das NCHXEA ¢ 250, € NEACHX ¢ 250, iguais a 24,4 ug/ml.
Percebe-se que os valores de inibicdo da maioria das nanoparticulas mantiveram-se
semelhantes ao discutido anteriormente para S. mutans, havendo apenas um aumento
significativo na CIM e CBM da SCHX ¢ 250, igual a 390,6 pug/ml e a demonstragao de inibi¢ao
da NEACHXg 5% a qual ainda ndo havia apresentado CIM inferior. Enquanto as CIMs e
CBMs de NCHXEA 1250 € NEACHX (1250, foram iguais a 390,6 pg/ml e 781,2 pg/ml,
respectivamente. Mostrando que o CHX na concentracdo de 0,25% apresenta maior inibicdo
frente esta cepa do que a 0, 125%.

Frente S. aureus, a SCHX (259 € as formulagdes NCHXEA 250 € NCHXEA ¢ 1250
demonstraram as menores CIMs e CBMs igual a 24,4 pug/ml. Contra este microrganismo, o
comportamento da solucdo de CHX a 0,25% foi divergente em relacdo aos discutidos
anteriormente, pois neste, seu valor de CIM foi igual ao obtido pelas formas
nanoencapsuladas dos ativos. Isto pode ser atribuido ao amplo espectro do CHX, o qual se faz
presente seja na sua forma livre ou nanoencapsulado. Enquanto as NCHX 250, € NEACHX
0.125% Obtiveram CIMs e CBMs iguais a 195,3 pg/ml e 390,6 ug/ml, respectivamente.

Frente P. aeruginosa, a formulacdo nanoencapsulada NCHXEA 250 apresentou
aumento de CIM e CBM de 24,4 pg/ml para as cepas apresentadas anteriormente (S. mutans,
E. faecalis e S. aureus) a 48,8 pg/ml contra a cepa em questdo (P. aeruginosa), contudo,
permaneceu com notavel acdo inibitoria em relacdo as demais formulacbes ensaiadas que

apresentaram CIMs e CBMs em 97,6 pg/ml. Enquanto a SCHX (250, desempenhou a sua
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menor CIM e CBM durante todo o estudo igual a 12,2 pg/ml. As NCHXEA ¢ 12506, NEACHX
0.25% € NEACHX g 1250, demonstraram CIMs e CBMs iguais a 97,6 pg/ml.

Frente a C. albicans ambas as formula¢Ges contendo EA e CHX co-encapsulados
NEACHXp 12500 € NEACHXq 250, apresentaram CIM (24,4 pg/ml). Por outro lado, as
formulagGes cuja incorporagédo do EA foi posterior a CHX (NCHXEA 1250, € NCHXEA 250)
apresentaram CIM de 97,6 e 12,2 pg/ml, respectivamente, o que poderia indicar que ao ligar-
se primeiro a zeina, haveria o impedimento em parte ou totalmente do acoplamento do EA,
reduzindo portanto a sua capacidade microbicida

Em sintese, as formulagdes isoladas de EA, as SEA e NEA obtiveram CIMs e CBMs
conforme o esperado (72 pg/ml) em conformidade com o estudo de Tavares et al., (2021)
frente as cepas selecionadas, apontando que tanto a sua forma livre quanto a sua forma
nanoencapsulada apresentaram o mesmo potencial inibitério. J& a SCHX 0,25%, apresentou
CIMs e CBMs com consideravel acdo inibitéria frente a maioria das bactérias (S. mutans em
48,8 ug/ml; S. aureus em 24,4 pg/ml, P. aeruginosa em 12,2 ug/ml e C. albicans em 48,8
pg/ml) ocorrendo apenas o valor de 390,6 pg/m contra E. faecalis. Em relacdo as
nanoparticulas co-encapsuladas a NCHXEA 250 consagrou-se como a formulagdo mais
efetiva mantendo sempre seu poder inibitdrio inferior as demais co-encapsulas entre 12,2
pa/ml, 24,4 e 48,8 pg/ml, destacando-se ao longo deste estudo como o produto mais estavel e

com potencial antimicrobiano mais eficaz em relacédo as formulac6es desenvolvidas.

5.4 AVALIACAO DO EFEITO SINERGICO ENTRE DIGLUCONATO DE
CLOREXIDINA E ACIDO ELAGICO

Conforme discutido durante o estudo, é indispensavel o uso do CHX na prevencdo e
tratamento de infeccBes, apesar de serem relatadas inimeras restricdes que dificultam a
ampliacdo do seu uso e a obtencdo de melhores resultados clinicos. Por conseguinte, 0 uso
associado de farmacos tende a reduzir as doses utilizadas a partir de uma resposta mais
robusta, contemplando efeitos terapéuticos coadjuvantes.

Deste modo, os fitofarmacos apresentam-se com uma das alternativas mais viaveis
para serem associados a agente antissépticos, uma vez que dispdem de estruturas diversas, as
quais poderiam atuar por diferentes mecanismos farmacoldgicos contra a resisténcia

desenvolvida pelos microrganismos.



Logo, o método cross-board check adotado nesta pesquisa, permitiu a combinacdo de
agentes farmacoldgicos oferecendo mais vantagens em relacdo 4s monoterapias, notando-se a
melhora de atividades biologicas como a antibacteriana, a qual se faz presente em CHX e EA.

Ja foi reportado na literatura que algumas cepas bacterianas de P. aeruginosa e S.
aureus ja teriam desenvolvido sensibilidade reduzida ao CHX, aumentando assim o risco de
infecgBes mais severas, ou ainda transmitindo os seus mecanismos de resisténcia a espécies
comensais menos virulentas (STEGER; KOSENKO, 2022).

Na Tabela 3 encontram-se listadas a CIM individual do CHX e AE e da sua
combinacdo, sequida do valor de FIC obtido.

Neste estudo, 0 CHX individualmente apresentou CIM entre 1,17 e 4,7 pg/ml, sendo
bastante potente contra todas as cepas estudadas (Tabela 3).

As NEA demonstraram CIM de 144 pg/ml frente P. aeruginosa e CIM de 72 pg/ml
frente a E. faecalis e S. aureus. Shakeri, Zirak e Sahebka (2018) obtiveram uma CIM para 0
EA frente S. aureus de 630 pg/ml e para E. faecalis >1000 pg/ml, o que possibilita
juntamente com Tavares et al., (2021) que identificou a CIM de nanoparticulas de zeina
carregadas com EA frente S. aureus (72 pg/ml) e P. aeruginosa (144 pg/ml), aferir um
aumento e melhora das atividades antimicrobianas do EA quando co-encapsulado na matriz
polimérica composta por zeina potencializando o seu efeito em comparacdo ao EA em
solucdo (SEA).

Portanto, notou-se uma melhor atividade dos fitofarmacos nanoencapsulados em
combinacdo com o CHX, sendo observado efeitos aditivos desta associacdo, tanto pelo
aumento na sua poténcia, como pela melhoria da sua estabilidade e protecdo frente a
degradacdo. Dessa forma para o melhor aproveitamento destas moléculas, a
nanoencapsulacdo apresenta-se como estratégia favoravel, podendo ser obtidas de maneira

simples, acessivel, que agrega um grande valor a este fitofarmaco.
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Tabela 3- Concentracdo inibitéria minima de digluconato de clorexidina (CHX) e da solucdo (SAE) e nanoparticulas de acido elagico (NAE) e
indice de concentragdo inibitdria fracionéria (FIC) da sua combinacdo frente a cepas bacterianas comumente envolvidas em infecgdes da
cavidade oral.

CIM CIM DA RESULTADO FIC
MICRORGANISMOS IND(L\g//ﬁlL)JAL COMBINACAO ENTRE COMBINACAO
(ng/ml) DE CHX E AE FRENTE
CEPAS
CHX SEA NEA SEA NEA SEA NEA

Streptococcus mutans 1,17 72 144 1,17 1,17 3 3 Aditivo

Enterococcus faecalis 2,3 144 72 37,5 37,5 3 3 Aditivo

Staphylococcus aureus 1,17 144 72 4,5 1,17 4 2 Aditivo

Pseudomonas 4.7 144 72 37,5 18,8 3 3 Aditivo

aeruginosa

Aditivo (FIC= 0.5 a 4) Antagonismo (FIC> 4) Sinergismo (FIC< 0.5)
SEA (solucdo de acido elégico a 144 pg/ml); NEA (nanoparticula de 4cido elagico a 144 pg/ml)
Fonte: Autoria Propria (2023).
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME

Dentre as formulagdes desenvolvidas, tanto o EA em sua forma de solugéo (SEA)
como nanoencapsulado (NEA) apresentaram o maior efeito frente ao biofilme de S. aureus,
reduzindo a sua viabilidade para aproximadamente 47% e 49%, respetivamente.

Por outro lado, pese a que tenham apresentado um efeito limitado, as nanoparticulas
de CHX apresentaram um desempenho melhor do que as solugbes, com reducdo de
aproximadamente 8-10% para as solugdes e entre 8 e 31% para as nanoparticulas NChxXg 1250
e NChxg 250, respectivamente. Para as formulagdes em que houve associacdo de EA e CHX
foi notado uma perda consideravel da atividade antibiofilme, quando comparadas a solugdo
(SEA) e nanoparticulas de EA (NEA). Os valores de reducdo na viabilidade das referidas
formulacbes foram o0s seguintes: NChxEApi2s0 (1,9%), NChxEAg2s%w (28,3%),
NEAChXg 1250 (7,6%), NEAChXq 2596 (25,7%) (Figura 15).

A atividade antibacteriana do EA esté relacionada aos grupos fendlicos presentes em
sua estrutura. O mecanismo antibacteriano contra o S. aureus ocorre pelo acoplamento nas
proteinas de revestimento bacteriano causando sua lise (TAVARES et al., 2021). Desta forma,
a co-encapsulacdo ndo potencializou o efeito antibiofilme do EA. Contudo, este fitofarmaco
poderia apontar propriedades farmacoldgicas interessantes e portanto, a sua associacdo ainda
poderia ser valida para outras aplicacdes, nas que os seus maltiplos efeitos farmacoldgicos

sejam benéficos.

Figura 15- Viabilidade dos biofilmes de Staphylococcus aureus (ATCC6539P), ap6s
tratamento com as formulagdes desenvolvidas.
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(SEA) Solucdo de EA a 144 pl/ml; (NEA) nanoparticula de EA a 144 pl/ml; (SCHX ) solucdo de CHX nas
concentralcdes de 0,25 e 0,125%, (NCHX ) nanoparticulas de CHX nas concentracfes de 0,25 e 0,125%;
(NCHXEA) nanoparticula de CHX a 0,25% com incorporagao de EA a 144 pl/ml; (NCHXEA) nanoparticula
de CHX a 0,125% com incorporagéo de EA a 144 pl/ml; (NEACHX) nanoparticula de EA a 144 pl/ml com
incorporacdo de CHX a 0,25 e 0,125%.

Fonte: Autoria propria (2023)

Na avaliagdo das formulagGes frente o biofilme de S. mutans, o EA continuou
desempenhando sua acdo com éxito. Principalmente na sua forma nanoencapsulada (NEA)
apresentando o segundo melhor efeito de reducdo em 19 % da viabilidade bacteriana.
Enquanto a solugdo de EA (SEA) diminuiu em cerca de 14,5%. As SChX ¢ 250 , SChX 01250 €
NChx ¢12500 Nd0 apresentaram nenhum efeito sob o biofilme formado. Somente as
nanoparticulas de NChx g 259, demonstraram uma pequena atividade de 0,6%.

Dentre as nanoparticulas co-encapsuladas, a NEaChx ¢ 250 Mostrou-se como a mais
eficiente deste estudo frente a S. mutans reduzindo a viabilidade em 22,6%, seguida pela
outra formulacdo em que o EA foi incorporado primeiramente como NEaChx 1254 COM
reducdo em torno de 18%. Reafirmando que o EA liga-se a zeina formando o complexo EA-
zeina como mostrado na Figura 5.

Enquanto, as nanoparticulas com incorporagdo inicial de CHX tais como: NChxEa
025% a qual ndo apresentou efeito sobre o biofilme formado e NChxEa ¢ 1250 reduzindo em

aproximadamente 5,5% deste (Figura 16).

Figura 16- Viabilidade dos biofilmes de Streptococcus mutans UA159 (ATCC 700610), apds

serem tratados com as formulacgdes desenvolvidas.
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(SEA) Solugao de EA a 144 pl/ml; (NEA) nanoparticulas de EA a 144 pl/ml; (SCHX ) solugdo de CHX nas
concentragdes de 0,25 e 0,125%, (NCHX ) nanoparticulas de CHX nas concentragdes de 0,25 e 0,125%;
(NCHXEA) nanoparticulas de CHX a 0,25% com incorporagdo de EA a 144 pl/ml; (NCHXEA)
nanoparticulas de CHX a 0,125% com incorporacdo de EA a 144 pl/ml; (NEACHX) nanoparticulas de EA a
144 pl/ml com incorporacdo de CHX a 0,25 e 0,125%.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Desta forma, o EA nanoencapsulada (NEA) demonstrou ser mais efetivo contra o
biofilme formado por S. mutans reduzindo em cerca de 19% a viabilidade bacteriana em
relacdo a sua forma de solucdo (SEA). Além disso, a incorporacao inicial deste biotivo a
formuacéo co-encapsluada (NEaChx o250 mostrou-se como a formulagédo mais favoravel na

reducdo da viabilidade bacteriana em 22,6%.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A co-encapsulacdo de CHX e EA em nanoparticulas de zeina ao longo dos 6 meses de
estudo resultou em particulas com tamanhos entre 862,2 a 1.018 nm, indice de polidispersédo
inferior a 0,3 e potencial zeta entre +13,9 mV a +17,5 mV, reafirmando as vantagens do
emprego de zeina na composicdo de sistemas de liberagdo inovadores. Em relagdo as
formulacbes isoladas, as nanoparticulas brancas (isentas de farmaco) e NEa apresentaram o
comportamento mais estavel. Enquanto dentre as co-encapsuladas, a NChxEa ¢25%
demonstrou ser favoravel a estabilizagdo do sistema coloidal, sendo ainda a Unica que se
manteve estdvel ao longo de 180 dias. O ensaio de fluorimetria em estado estacionario
identificou as eventuais interacBes quimicas existentes entre os ativos, as quais podem
comprometer a viabilidade da co-encapsulacao destes, cabendo, portanto, um aprofundamento
de seus efeitos. A incorporacdo de CHX a esses sistemas pode ter influenciado para o
aumento de supressdo dos compostos EA e zeina, devido a uma ocupacao de tais residuos por
parte do CHX. ldentificou-se também a formacdo do complexo EA-zeina o que pode ter
ocorrido devido o EA estar em maior concentracdo em algumas formulacGes facilitando sua
ligacdo a zeina, nas formulacdes co-encapsuladas. A NCHXEA 250, COnsagrou-se como a
formulacdo com potencial antimicrobiano eficaz frente a S. mutan, E. faecalis, S. aureus, P.
aeruginosa e C. .albicans, mantendo sua CIM e CBM entre 12,2 pug/ml, 24,4 e 48,8 pg/ml .A
nanoencapsulacdo do AE demonstrou consonancia com outros estudos em relacdo a
potencializacdo da sua atividade antibacteriana frente a P. aeruginosa e S. aureus. Além
disso, as NEa desempenham efeito aditivo quando combinadas ao CHX frente a E. faecalis,
P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans, demonstrando assim a possibilidade de uso conjunto
destes agentes terapéuticos. Frente ao biofilme formado por S. aureus foi notado que o co-
encapsulamento de EA e CHX apresentou uma perda consideravel da atividade antibiofilme,
quando comparadas a solucdo (SEA) e nanoparticulas de EA (NEA). Ja frente S. mutans, a
incorporacao inicial de EA a formulagéo co-encapsludada (NEaChx ¢ 2s0%) mostrou-se como a
formulacdo mais favoravel na reducdo da viabilidade bacteriana em 22,6% sendo mais

efetivo quo EA nanoencapsulado com reducédo de 19%, apenas.
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