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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro da aplicacdo de
particulas de quitosana carregadas com fluoreto de sodio (Quit/NaF) no
esmalte dentario apdés desafio cariogénico com S. mutans (UA159). A
suspensao de particulas de Quit/NaF foram sintetizadas por gelificagao idnica
e a caracterizagdo da suspensao foi avaliada por titulacdo em redmetro
dindmico avaliando a viscosidade (n) e interagdo molecular por
espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR). A estabilidade
das particulas em suspensao foi avaliada por meio do ZP, Dy e pH durante um
més, com intervalo de uma semana entre as medidas. Apds a obtencao da
razdo molar/estequiométrica do complexo NaF/Quitmonsmeros pela titulagdo em
rebmetro, as suspensdes de particulas de Quit/NaF com concentracéo de
fluoreto de 0,05% e 0,2% foram preparadas pela mistura das solugbes de
quitosana (2 mg/mL - 0,0118 mol/L e 8,5 mg/mL- 0,0475 mol/L) e NaF (0,5
mg/mL - 0,0118 mol/L e 2 mg/mL - 0,0475 mol/L) em solucao de acido acético
1% v/v. Posteriormente foram realizados os testes de concentragao inibitoria
minima (CIM) e bactericida minima (CBM) para os nove grupos foram
formados: 1) Quit 0,05%; 2) NaF 0,05%; 3) Suspensao de Quit/NaF 0,05%, 4)
Controle 0,05% (acido acético); 5) Quit 0,2%; 6) NaF 0,2%; 7) Suspenséao de
Quit/NaF 0,2%; 8) Controle 0,2%; e 9) Digluconato de Clorexidina 0,12%
(CLX) - controle positivo. O efeito na formacéao de biofilme sob a superficie do
esmalte dentario humano foi avaliado por dureza de superficie (Knoop) e por
contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/mL). Vinte e trés blocos
de esmalte (4 x 4 mm) foram obtidos de terceiros molares e incluidos em
resina acrilica. Nove grupos foram formados (n= 5) conforme citado
anteriormente. Os dados de microdureza foram analisados por ANOVA de
medidas repetidas, One Way ANOVA e Tukey (o= 0,05) e os resultados de
UFC/mL foram analisados por Shapiro-Wilk, Levene e ANOVA de medidas
repetidas. No inicio da titulagdo a quitosana apresentou maiores valores de n.
Com a adicao de NaF, houve uma reducao nos valores da viscosidade até a
razao molar de [NaF]/ =[Quit] = 0,64, que foi atribuido a neutralizacdo da
cadeia polimérica. Os espectros de FTIR mostraram interagdo entre Quit-NaF,

evidenciando a formacdo de microparticulas. Os testes de estabilidade



mostraram a formacao de microparticulas estaveis. A CIM da suspensao de
particulas de Quit/NaF a 0,05% e 0,2% foi de 0,65 mg/mL e a CBM foi 0,65
mg/mL e 1,3 mg/mL, respectivamente. A suspensao de particulas de Quit/NaF
0,2% mostrou reducdo de UFC/mL de S. mutans quando comparado aos
compostos isolados nha mesma concentracao (Quit 0,2% e NaF 0,2%). Os
grupos Quit/NaF em ambas as concentragcoes (0,05% e 0,2%) e CLX
apresentaram maiores valores de dureza e menor perda de dureza apos o
desafio cariogénico com S. mutans. A suspensdao de Quit/NaF nas
concentracoes de 0,05% e 0,2% apresentaram atividade antimicrobiana
contra S. mutans e minimizaram a desmineralizagdo do esmalte apos desafio
cariogénico, demonstrando potencial para serem utilizadas em enxaguatérios

bucais no controle da carie dentaria.

Palavras-chave: Quitosana . Fluoreto de sodio. Streptococcus mutans.

Biofilme.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro effect of application of
chitosan particles loaded with sodium fluoride (NaF/Chit) on tooth enamel after
cariogenic challenge with S. mutans (UA159). The suspension of NaF/Chit
particles were synthesized by ionic gelation and the characterization of the
suspension was evaluated by titration in a dynamic rheometer evaluating
viscosity (n), molecular interaction by infrared absorption spectroscopy (FTIR).
The stability of particles in suspension was evaluated using ZP, Dy and pH for
one month, with an interval of one week between measurements. After
obtaining the molar/stoichiometric ratio of the NaF/Chitmonomers COMplex by
titration in a rheometer, the suspensions of Quit/NaF particles with a fluoride
concentration of 0.05% and 0.2% were prepared by mixing the chitosan
solutions (0 .0118 mol/L and 0.0475 mol/L) and NaF (0.0118 mol/L and 0.0475
mol/L) in 1% v/v acetic acid solution. Subsequently, the minimal inhibitory
concentration (MIC) and minimal bactericidal (MBC) tests were performed for
the nine groups: 1) Chit 0.05%; 2) NaF 0.05%; 3) suspension NaF/Chit 0.05%;
4) Control 0.05% (acetic acid); 5) Chit 0.2%; 6) NaF 0.2%; 7) suspension
NaF/Chit 0.2%; 8) Control 0.2%; and 9) 0.12% Chlorhexidine Digluconate
(CLX) - positive control. The effect on biofilm formation under the surface of
human tooth enamel was evaluated by surface hardness (Knoop) and colony-
forming unit count (CFU/mL). Twenty-three enamel blocks (4 x 4 mm) were
obtained from third molars and embedded in acrylic resin. Nine groups were
formed (n=5) as mentioned above. Microhardness data were analyzed by
repeated measures ANOVA, One Way ANOVA and Tukey (a= 0.05) and the
results of CFU/mL were analyzed by Shapiro-Wilk, Levene and repeated
measures ANOVA. At the beginning of the titration, chitosan showed higher
values of n. With the addition of NaF, there was a reduction in the viscosity up
to the molar ratio of [NaF]/ = [Chit] = 0.64, which was attributed to polymer
chain neutralization. The FTIR spectra showed interaction between NaF-Chit,
evidencing the formation of microparticles. Stability tests showed the formation
of stable microparticles. The MIC of the 0.05% and 0.2% NaF/Chit particle



suspension was 0.65 mg/mL and the MBC was 0.65 mg/mL and 1.3 mg/mL,
respectively. The suspension of particles of NaF/Chit 0.2% showed a
reduction in CFU/mL of S. mutans when compared to compounds isolated at
the same concentration (Chit 0.2% and NaF 0.2%). The NaF/Chit groups at
both concentrations (0.05% and 0.2%) and CLX had higher hardness values
and lower hardness loss after cariogenic challenge with S. mutans. The
suspension of NaF/Chit at concentrations of 0.05% and 0.2% showed
antimicrobial activity against S. mutans and minimized enamel
demineralization after cariogenic challenge showing potential for use in

mouthwashes to control caries.

Keyword: Chitosan. Sodium fluoride. Streptococcus mutans. Biofilm.
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1 INTRODUGAO

A carie dentaria € uma doenca dindmica mediada por biofilme, modulada pela
dieta, multifatorial, ndo transmissivel, e que resulta em perda de minerais dos
tecidos duros dentarios, a qual afeta bilhdes de pessoas em todo o mundo,
especialmente as criangas menores de 6 anos de idade (KASSEBAUM et al., 2015;
PERES et al., 2019; TINANOFF et al., 2019; MACHIULSKIENE et al., 2020). Possui
etiologia multifatorial e complexa, caracterizada principalmente por disbiose de
biofilme oral (TINANOFF et al., 2019). Streptococcus mutans (S. mutans) é o
microrganismo cariogénico primario que participa do inicio da doenga por meio do
metabolismo dos carboidratos da dieta, produzindo acidos que desmineralizam o a
estrutura dental (LEMOS et al.,, 2019). Apdés a ingestdo de carboidratos,
principalmente a sacarose, ocorre uma rapida queda do pH no biofilme aderido ao
dente para abaixo de 5,0, o que consequentemente aumenta a proporcao de
espécies acidogénicas e aciduricas no biofilme e altera a composi¢cao da sua matriz,
podendo desmineralizar o esmalte dental (LEMOS et al., 2019).

O controle mecanico do biofilme dentario, por meio da frequente e adequada
escovagao com dentifricio fluoretado, € considerado o principal mecanismo para
prevencao da doencga carie, entretanto em pacientes com alta ingestdo de acgucar, a
frequéncia e a qualidade da higiene bucal ndo sao suficientes para proteger contra a
carie (MARINHO et al., 2016). Assim, o uso de enxaguatorios fluoretados tém sido
indicado como método auxiliar ao controle da doenca, pois os ions fluoreto (F)
podem atuar na reducdo da desmineralizacdo e no aumento do processo de
remineralizacao do esmalte (MARINHO et al., 2016; THE AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRIC DENTISTRY, 2016).

O composto fluoretado mais utilizado em enxaguatorios bucais para o controle
da carie € o fluoreto de sédio (NaF), pois € capaz de proteger tecidos duros dentais
prevenindo a desmireralizagdo e possibilitando a remineralizagdo do esmalte (MOI;
TENUTA; CURY, 2008; PARKINSON et al., 2018; THURNHEER; BELIBASAKIS,
2018). As solucdes fluoretadas de NaF para bochechos contendo 225 ppm de F-
(0,05% de NaF - uso diario) e 900 ppm de F- (0,2% de NaF - uso semanal) podem
reduzir a formacado de lesdes de carie em dentes permanentes de criancas

(MARINHO et al., 2016). Porém, o efeito antimicrobiano do fluor ainda néao esta
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totalmente esclarecido, sendo sugerido que este efeito seja relacionado a diminuigao
da producdo de acido ou polissacarideo extracelular pelas bactérias do biofilme
(THURNHEER; BELIBASAKIS, 2018). Dessa forma, protocolos clinicos de
associacao do fluoreto com agentes antimicrobianos para a prevencdo da carie
estdo sendo recomendados em produtos de higiene bucal (THE AMERICAN
ACADEMY OF PEDIATRIC DENTISTRY, 2016).

A quitosana € um polimero biodegradavel e biocompativel que possui
atividade antimicrobiana e tem sido utilizada como componente de produtos orais
em estudos de prevencao da carie (COSTA et al., 2014). A quitosana é obtida a
partir da quitina, que € um biopolimero derivado de um componente estrutural de
crustaceos e conchas de artropodes (WIECKIEWICZ et al.,, 2017; IKONO et al.,
2019). Em pH baixo, o grupo amina (NH2) é protonado em grupo amino funcional
(NHs*), que interage com componentes carregados negativamente, como proteinas,
polissacarideos anibnicos, fosfolipidios, membranas celulares bacterianas e
fungicas, e a superficie desmineralizada do esmalte (ING et al., 2012; GONDIM et
al., 2018; ZHANG et al., 2019). Um enxaguatério bucal a base de quitosana mostrou
capacidade de inibir a adesdo microbiana e a formacao de biofiime de S. mutans,
sendo capaz de promover a dissolu¢do do biofilme ja formado (COSTA et al., 2014).

Alguns estudos na literatura investigaram a incorporacdo de NaF em
particulas de quitosana para atuar na prevencao da carie dentaria (NGUYEN et al.,
2017; FURTADO et al., 2018). O método utilizado para sintese das particulas foi a
gelificacao ibnica utilizando o tripolifosfato de sédio (TPP) como agente reticulador.
Esse método de preparo de particulas € bastante utilizado, pois € um método
econdmico para sintetizar particulas de tamanhos pequenos, além de ser seguro
devido a auséncia de solventes organicos prejudiciais, calor ou agitacdo vigorosa
(DE CARVALHO et al., 2019).

A formacdo de particulas de Quit/NaF ocorre por interagbes eletrostasticas
entre o fluoreto e a quitosana, de modo que a concentragcado destes compostos pode
interferir no tamanho das particulas (FURTADO et al., 2018). No estudo de Nguyen
et al. (2017), particulas de quitosana foram sintetizadas com a adicdo de NaF e
houve liberacdo de ions fluoretos para prevenir a carie dentaria. No entanto, até o
momento, o efeito das particulas de quitosana carregadas com NaF na
desmineralizacdo do esmalte dental e no biofiime de S. mutans ainda nao foi

investigado.
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A formacgéo de particulas de NaF adicionadas a quitosana teria interessante
aplicagdo em enxaguatoério de uso infantil, pois poderia atuar como um sistema de
liberacdo lenta e controlada de fluoretos, além de apresentar atividade
antimicrobiana na cavidade bucal de pacientes carie-ativos ou de risco a doenca,
devido a quitosana. Assim, os ions F- seriam disponibilizados em pequenas
concentracoes de forma lenta e gradual, o que poderia também minimizar o risco de
fluorose dental.

Assim, neste trabalho as suspensdes de particulas da quitosana carregadas
com NaF (Quit/NaF) a 0,05% e 0,2% foram sintetizadas por gelificacdo ibnica, e
caracterizadas por titulagdo viscosimétrica (analise da viscosidade - n) em redmetro
hibrido dindmico e por espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho
(FTIR). A estabilidade das particulas em suspensdo foi avaliada por meio do
potencial zeta (ZP), didmetro hidrodindmico (Dn) e pH. O efeito das particulas
Quit/NaF a 0,05% e 0,2% foi avaliado na formagdo do biofiime de S. mutans
colonizado na superficie do esmalte (por contagem de unidades formadoras de
colénias - UFC/mL) e na desmineralizacdo do esmalte, apos este desafio
cariogénico por analise da microdureza de superficie. A hipdtese testada foi que as
suspensdes de particulas de Quit/NaF sintetizadas podem reduzir a formacao de
biofilme de S. mutans e diminuir a desmineralizacdo do esmalte causada por desafio

cariogénico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, estudos relacionados a quitosana estdo sendo
desenvolvidos, englobando diversas areas nos ambitos farmacéuticos e
quimicos, em funcdo principalmente, das suas caracteristicas de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e biodisponibilidade (COSTA et al.,
2014). No estudo de revisao sistematica realizado por Cicciu; Fiorillo; Cervino,
(2019), verificando o uso da quitosana em diferentes areas da odontologia,
foram avaliados doze estudos de ensaios clinicos e ensaios clinicos
randomizados. Os estudos avaliaram o0 uso da quitosana como analgésico na
cirurgia oral (4 estudos), em enxaguatorios (3 estudos) em creme dental (3
estudos), em material restaurador (1 estudo) e como solucao irrigadora de
condutos radiculares (1 estudo). Os autores concluiram que a quitosana é um
composto seguro para uso com propriedades positivas para aplicagbes em
diferentes campos da odontologia de forma segura e eficaz. Dentre eles, 0 uso
em cirurgia oral, sendo capaz de reduzir os sinais clinicos de inflamac¢ao e com
capacidade de regeneracao e reparo 0sseo. Além disso, relataram sobre a
propriedade da quitosana de remineralizacdo do esmalte, e propriedades
antibacterianas e antifungicas, podendo ser utilizada em pasta de dente como
dessensibilizante e também em cimentos odontologicos.

A quitosana € um biopolimero obtido a partir da quitina, a qual é
considerado o segundo polissacarideo abundante da natureza. A quitina esta
presente nos exoesqueletos da maioria dos crustaceos e € constituida por
unidades N acetil-D-glicosamina e D-glicosamina (DASH et al.,, 2011).
Dependendo da origem do polimero, quando o grau de desacetilacao da quitina
atinge cerca de 50%, a mesma se torna soluvel em condicbes aquosas acidas
e é chamada de quitosana (DASH et al.,, 2011). A desacetilacdo da quitina
acontece em meio basico, adicionando solucdo de hidréxido de soédio (NaOH),
e ocorre de forma parcial, ndo sendo possivel obter o polimero 100%
desacetilado. Assim, a quitosana torna-se uma base fraca com o pKa variando
de 6,2 a 7,0, soluvel apenas em acidos fracos, como o acido acético e o acido
formico (DASH et al., 2011).
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A quitosana forma sais com acidos orgéanicos e inorganicos, devido a
presenca de grupamentos amino (NH2) que s&do protonados (NHs3*), resultando
em um polissacarideo soluvel carregado positivamente. Dependendo do grau
de desacetilagcdo da quitosana e do pH do meio, os sais formados podem ser
soluveis em agua. Se o grau de desacetilacdo dos sais de quitosana for baixo
(< 40%), estes sao soluveis em pH de até 9. Enquanto, que os sais com alto
grau de desacetilacdo (> 85%) sao soluveis em pH até 6,5 (HEJAZI; AMIJI,
2003). Dessa modo, existe uma dificuldade para conseguir um grau de
desacetilacdo alto da quitosana, visto que a medida que o processo de
desacetilacdo aumenta, ocorre também de forma aumentada o processo de
degradacao do polimero (SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006).

A caracterizagdo da quitosana é possivel ser realizada por analise do
grau de desacetilacdo e da sua massa molar, os quais podem influenciar na
degradacdo e na hidrolise do polissacarideo (SILVA; DOS SANTOS;
FERREIRA, 2006). A quitosana possui propriedades fisico-quimicas (como
solubilidade, pka e viscosidade) que sao capazes de serem modificadas
conforme a desacetilagdo do polimero (CARVALHO et al., 2011). Desse modo,
quando a quitosana possui baixo grau de desacetilcdo ocorre uma atragéo
molecular, levando a uma conformagdo da molécula mais contraida
(enovelada), o que diminui a sua viscosidade. No entanto, quando o grau de
desacetilacao € alto, ocorre o oposto, de forma que a densidade da carga
aumenta e ocorre uma expansao da cadeia polimérica, obtendo-se uma cadeia
de conformacdo aberta, aumentando a viscosidade da solucdao (KONG et al.,
2010).

A quitosana é constituida por unidades de mondémeros de B-(1—4)- 2-
amino-2-desoxi-Dglicose e B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-Dglicose, e sua
cadeia polimérica apresenta um grande numero de grupos hidroxila e amino, o
que permite seu uso como biomaterial na forma de gel, membrana,
nanoparticulas e microparticulas, que podem servir como veiculo de liberagédo
de farmacos (DE CARVALHO et al., 2019).

A sintese de particulas de quitosana pode ser realizada por varios
meétodos: electrospray, emulsificacdo, difusdo de solvente, microemulsdo e
gelificacdo ibnica (DE CARVALHO et al.,, 2019). O meétodo de gelificacdo

ibnica é bastante utilizado para sintese de particulas (nano ou micro) por ser
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um meétodo simples, de rapida sintese e de baixo custo (ING et al., 2012). Esse
método ocorre com a formacdo de ligacbes nas cadeias polipeptidicas
(ligacdes intramoleculares e intermoleculares) formando uma estrutura em rede
tridimensional, normalmente mais rigida que o material nao reticulado
(MAGALHAES et al., 2021a). Além disso, o agente reticulante é utilizado com a
finalidade de obter particulas menores através de complexacdao de
polieletrolitos, com caracteristicas de porosidade e de resisténcia mecanica
melhorada (ING et al., 2012).

O desenvolvimento de particulas de quitosana para uso oral tem como
interesse a capacidade de interacdo das particulas com os tecidos bucais
(mucosa e estrutura dental) possibilitando a liberagdo controlada de compostos
ativos (MATOS et al., 2020) e ou protecdo a estrutura devido a formacao de
barreira fisica na superficie da estrutura dental (MAGALHAES et al., 2021a).

O efeito anti-carie da suspensao de particulas de quitosana em esmalte
dental foi testado por Magalhaes et al., 2021b, em estudo in vitro com ciclagem
de pH. Os autores objetivaram avaliar os efeitos da suspensao de
quitosana/TPP no esmalte humano apos desafio cariogénico com ciclagem de
pH. Os grupos que foram tratados com a suspensao de quitosana/TPP e
solucdo de NaF 0,05% apresentaram os menores valores de alteragcdo de
dureza apos o desafio.

Outros estudos também testaram o potencial da quitosana em controlar
lesdes cariosas iniciais (ZHANG et al., 2018; ZHANG et al., 2019). A solucao
de quitosana foi aplicada em lesbes de carie iniciais por um minuto, € em
seguida agentes remineralizantes foram aplicados. Os autores encontraram
que os grupos que foram pré tratados com a solucdo de quitosana
apresentaram maior dureza, de modo que a quitosana melhorou o efeito de
remineralizacdo da superficie desmineralizada, por meio da interacdo entre
espécies nitrogenadas carregadas positivamente e prismas de esmalte
desmineralizados (ZHANG et al., 2018). Além disso em 2019, ZHANG et al.,
avaliaram a aplicacdo do complexo de quitosana-biovidro em lesdes de
mancha branca como pré tratamento, e também associada ao agente
remineralizante. Foi demonstrado que a complexacdao de quitosana-biovidro
apresentou maior recuperagao de minerais e microdureza subsuperficial em

comparagao com a solucéo de remineralizagédo "padrao" (saliva quimica), apos
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a remineralizacdo estatica (realizada somente pela aplicacdo de agentes
remineralizantes na superficie da lesao) e remineralizagdo de ciclagem de pH
por 7 dias.

A quitosana apresenta atividade antimicrobiana contra uma gama de
patdgenos orais, dentre os quais S. mutans (CHAVEZ DE PAZ et al., 2011;
NEILANDS et al., 2011; COSTA et al., 2013, COSTA et al., 2014). A atividade
antibacteriana da quitosana pode estar relacionada as ligagdes eletrostaticas
que podem ocorrer entre os grupos NH2 do monémero e os grupos aniénicos
presente nas paredes celulares bacterianas (derivados dos fosfolipidios e dos
residuos de acidos carboxilicos) (BUSSCHER et al., 2008; COSTA et al., 2012,
COSTA et al., 2013).

Com o objetivo de avaliar o mecanismo de acdo e a capacidade
antimicrobiana da solu¢do de quitosana, como alternativa aos antimicrobianos
tradicionais no tratamento de infec¢gdes orais, Costa et al. (2012) encontraram
que a solucédo de quitosana em duas concentrag¢des (3,0 mg/mL de alto peso
molecular e 5,0 mg/mL baixo peso molecular) mostrou atividade antimicrobiana
contra bactérias anaerobicas, como S. mutans. Da mesma forma que Busscher
et al., em 2008, que objetivaram verificar os efeitos de tratamentos com a
quitosana na adesdo e crescimento bacteriano de Streptococcus mutans,
Streptococcus oralis e Streptococcus sobrinus em placas de vidro. Os autores
observaram que o0 numero e o crescimento de S. mutans, bem como sua
viabilidade no biofilme, foram significativamente reduzidos em saliva tratadas
com 0,1% quitosana. A viabilidade do biofilme tratado com o biopolimero foi
trés vezes menor comparada a do grupo sem tratamento com a quitosana. Os
autores concluiram que a quitosana € um antimicrobiano promissor para uso
em produtos de cuidados bucais.

Costa et al. (2013) também encontraram que a solu¢do de quitosana
pode inibir a adesao inicial de S. mutans. A solucao de quitosana de alto peso
molecular nas concentragcées de 1 e 2 mg/mL n&o apresentaram diferencas
significativas na inibicdo de aderéncia de S. mutans nos tempos de exposi¢ao
de 30 s e 90 s, de forma que houve inibicdo de quase 100% do crescimento
bacteriano. No entanto, para a solugao de quitosana de baixo peso molecular,
nas concentragoes de 2 e 4 mg/mL, houve diferenga significativa entre os

tempos de exposicao (30 e 90 s), sendo que o tempo com maior exposicao
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apresentou maior inibicdo de S. mutans (94 - 99% de inibicdo). Os resultados
encontrados pelos autores foram que a quitosana possui potencial para
minimizar a colonizacdo de S. mutans na cavidade bucal, sendo que a solugéo
de alto peso molecular apresentou maior inibicdo do microrganismo comparada
a de baixo peso molecular.

Em 2014, Costa et al. avaliaram o efeito de enxaguatoérios experimentais
a base de quitosana na formacao de biofilme. Foram utilizadas solucdes de
quitosana de alto e baixo peso molecular com concentragédo de 0,4%, e o
enxaguatorio bucal contendo quitosana foi capaz de interferir na aderéncia dos
microrganismos, na formacdo e na dissolucdo do biofilme maduro de
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium,
Candida albicans e Prevotella intermedia. A solucdo de quitosana como
enxaguatorio mostrou atividade antimicrobiana significativamente maior em
todos os ensaios do estudo comparado aos enxaguantes bucais
comercialmente vendidos a base de 6leo essencial e de clorexidina.

Alguns estudos sintetizaram suspensao de nanoparticulas de quitosana
para avaliar seu efeito antibacteriano (CHAVEZ DE PAZ et al., 2011;
NEILANDS et al.,, 2011). Chavez de Paz et al. em 2011, investigaram a
influéncia de diferentes pesos moleculares e graus de desacetilagdo das
nanoparticulas de quitosana contra S. mutans, de modo que as de baixo peso
molecular mostraram alta atividade antimicrobiana (> 95% de células néao
viaveis) em pH neutro, interferindo de maneira homogénea na integridade da
membrana de S. mutans e em variadas profundidades do biofilme formado por
este microrganismo. O estudo de Neilands et al. (2011) mostrou que as
nanoparticulas de quitosana foram capazes de interferir na resposta a
tolerédncia acida do biofilme de S. mutans, através da interferéncia na
biossintese de acidos graxos, de modo que quando foi exposta em pH 5,5 as
células apresentaram maior viabilidade com integridade das membranas
(94,5%), ja quando foi exposto ao pH de 3,5 apresentou viabilidade menor
(1,1%). Os autores concluiram que as nanoparticulas de quitosana
apresentaram efeitos diferentes em pH distintos.

Estudos recentes foram conduzidos com a finalidade de melhorar as
propriedades de estabilidade e tamanho das particulas de quitosana, por meio

da adicao de quantidades moderadas de sal, como o NaCl (JONASSEN;
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KJONIKSEN; HIORTH, 2012; ANTONIOU et al., 2015). Pesquisadores
encontraram um aumento da estabilidade coloidal e uma distribuicdo de
tamanho de particula mais uniforme das particulas de quitosana com a adicéo
de NaCl (JONASSEN et al., 2012; ANTONIOU et al., 2015). O NaF € outro tipo
de sal monovalente utilizado para adicionar a solu¢cdo de quitosana e formar
particulas de NaF/quitosana, por meio de um método simples de preparacao
que é a gelificacdo ibnica (NGUYEN et al., 2017). Estudos tem desenvolvido
particulas de quitosana carregadas com NaF com a formacdo de particulas
nanomeétricas provenientes da reticulacdo pelo TPP, sendo tais particulas
capazes de liberar ions fluoreto para uso na prevengdo da carie dentaria
(NGUYEN et al., 2017; FURTADO et al., 2018).

No estudo de Nguyen et al. (2017), a solugdo de NaF foi adicionada a
solucdo de quitosana, e devido ao efeito de reticulacdo causado pelo agente
reticulador -TPP, o polimero precipitou e houve formacgédo de particulas
nanomeétricas estaveis, esféricas e monodispersas. Além disso, foi observada
maior liberacdo de fluor da suspensdao de nanoparticulas de quitosana
comparadas aos produtos fluoretados ja comercializados. A suspensao de
nanoparticulas de quitosana preparadas em NaF 0,2%, em pH 5 e 7, atingiu
maxima liberacdo em 4 horas, a qual foi mantida por pelo menos 24 horas, ja
para a concentragao de 0,4% perfis semelhantes foram encontrados, porém em
pH 5 o fluoreto foi liberado em maiores concentragées (NGUYEN et al., 2017).

No estudo de Furtado et al. (2018) foi investigado a incorporacao de
NaF nas nanoparticulas de quitosana/TPP em diferentes concentragdes, com a
técnica de gelificacdo ibnica. A formacado de nanoparticulas de quitosana/TPP
com NaF foi verificada, de modo que houve uma reducdo do tamanho das
nanoparticulas com o aumento da concentracdo de NaF. Os autores
concluiram que esta técnica pode ser utilizada e sintetizar nanoparticulas de
quitosana/TPP carregadas com fluor com a possivel liberacao de fluoretos para
prevenir carie dentaria (FURTADO et al., 2018).

Entretanto, poucos estudos na literatura investigaram o efeito da adicéo
de NaF em solucdo quitosana para formar particulas de quitosana/NaF e
avaliaram a acdo em esmalte dental. Dessa forma torna-se relevante avaliar o

efeito da suspenséo de particulas de quitosana/NaF na desmineralizagao da
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estrutura dental frente a um desafio cariogénico que simule o processo da carie

no meio bucal, justificando a realiza¢do deste estudo.
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3 PROPOSIGAO

Avaliar o efeito das suspensdes de particulas de quitosana carregadas
com fluoreto de sodio (Quit/NaF) em duas concentragdes de fluoreto (0,05% e
0,2%), avaliar o efeito antimicrobiano das suspensdes em biofime de S.
mutans e o efeito das mesmas na desmineralizacdo do esmalte dental apos

desafio cariogénico com biofilme de S. mutans.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintese da suspensdo de particulas de quitosana carregadas com
fluoreto de sodio (Quit/NaF) e titulagdo reolégica da suspenséo (Viscosidade -
n) com o objetivo de verificar a razdo molar e estequiométrica entre os
compostos para sintese das suspensdes de Quit/NaF nas concentragdes de
fluoreto de 0,05% e 0,2%;

2. Sintese das suspensdes de Quit/NaF nas concentragbes
correspondentes de fluoreto de 0,05% e 0,2%, e -caracterizagcdo das
suspensdes pelos métodos de espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho (FTIR), e analise da estabilidade das particulas por medidas de
ZP , Dn e pH durante 1 més;

3. Avaliagdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragcéo
bactericida minima (CBM) das suspensdes de Quit/NaF (0,05% e 0,2%) contra

S. mutans;

4. Avaliacdo do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de
S. mutans apos aplicagdo das suspensdes de Quit/NaF (0,05% e 0,2%) em

desafio cariogénico com S. mutans;

5. Avaliacdo do efeito das suspensdes de Quit/NaF (0,05% e 0,2%) na
desmineralizacdo da superficie do esmalte, apdés desafio cariogénico com

biofilme de S. mutans, por meio da analise de microdureza de superficie.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE PARTICULAS
DE QUITOSANA CARREGADAS COM NAF (QUIT/NaF) A 0,2% E 0,05%

4.1.1 Titulagao viscosimétrica

A solucdo de quitosana de baixo peso molecular (107 kDa, 75-85% de
grau de desacetilagdo) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) na concentracao de 4,0
mg/mL foi preparada dissolvendo em uma solug¢do de acido acético a 1% v/v
(Quimica Moderna, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) e mantida sob agitagdo por 24
h, em agitador magnético, a temperatura ambiente (DE CARVALHO et al.,
2019). A solugdo de NaF (Auro's Quimica Industria e Comércio Ltda, S&o
Paulo, SP, Brasil) foi preparada em solucao de acido acético 1% v/v (Quimica
Moderna, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) com concentracdao de 7,98 mg/mL, ao
qual foi agitado por 30 s e dissolvido completamente.

O comportamento reoldgico da suspensao de particulas de Quit/NaF foi
investigado por meio de curvas tensdo x deformacdo, construidas com o
red6metro hibrido dinamico DHR-1 (TA Instruments®, New Castle, DE, EUA)
avaliando a viscosidade (n). A formagao do complexo Quit/NaF e acido acético
1% v/v foi avaliada no modo estacionario (cisalhamento rotacional), utilizando o
sistema padrao DIN 53019. Inicialmente, 15,0 mL da solu¢do de quitosana (4,0
mg/mL) foram inseridos no dispositivo reGmetro com taxa de cisalhamento de
1000 s'. Em seguida, a titulacdo da solucdo de NaF e da solugdo de acido
acético foi realizada manualmente, com a adicdo sucessiva de 100 pL das
solugcdes na solugcdo de quitosana, totalizando 35 aliquotas para obtencao de
medidas de viscosidade em tempo real () em fun¢do da razdo molar (R) entre
a concentragcdo do titulante (NaF) e a concentracdo de mondmeros de
quitosana (Quit): [NaF]/[Quitmonsmero]. Os dados obtidos foram tratados no
software Microcal Origin® 9.0, obtendo-se a titulagdo viscosimétrica do NaF em
quitosana.

A formacdo do complexo Quit/NaF foi verificada e a razdo molar

[NaF)/[Quitmonsmero] foi = 0,64 e foi utilizada para o preparo das solucdes de
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Quitosana e NaF, bem como das suspensdes de particulas de Quit/NaF nos
demais testes deste estudo.

As solucdes de quitosana (8,5 mg/mL) e NaF (2 mg/mL) foram
preparadas individualmente. A quitosana utilizada foi de baixo peso molecular
(107 kDa, 75-85% grau de desacetilacao) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
dissolvida em solucao de acido acético a 1% v/v (Quimica Moderna, Barueri,
Sao Paulo, Brasil) e mantida sob agitacdo continua a 700 rpm por 24 h em
temperatura ambiente. A solu¢cdo de NaF 0,2% (2 mg/mL) (Auro's Quimica
Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) também foi preparada em
solucdo de acido acético 1% v/v e agitada por 30 s até sua completa
dissolucdo. Para preparar a suspensao de particulas de Quit/NaF a 0,2%, outra
solucdo de NaF 0,2% foi preparada e o pé de quitosana foi incorporado a esta
solugdo. A suspensdo de particulas de Quit/NaF 0,2% (10,54 mg/mL) foi
mantida sob agitacdo magnética continua a 700 rpm durante 24 horas (Figura
1). A formacdo das particulas ocorreu espontaneamente pelo método de
gelificacao ibnica visualizada pela turbidez da suspensdo (DE CARVALHO et

al., 2019), por meio da adi¢do de quitosana a solucao de NaF.

Figura 1- Preparo da suspenséo de particulas de Quit/NaF 0,2% em agitacéo
por 24h.

A 4%
: TR

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

As solucoes de Quit e NaF 0,05% e da suspensao de Quit/NaF 0,05%

foram obtidas a partir das solu¢des de Quit 0,2% e NaF 0,2% e suspensao de
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particulas de Quit/NaF 0,2%. A solugao de acido acético 1% v/v foi considerada
como controle negativo das solugdes na concentracdao de 0,2%, e esta foi
diluida, obtendo-se um controle negativo de 0,05%.

Para a analise de FTIR, uma parte do material foi filtrada, lavada com
agua Milli-Q e liofilizada para uso posterior. Para o desafio cariogénico com S.
mutans, outra parte de Quit/NaF foi mantida em suspensdo e seu pH foi
ajustado para 5,5 adicionando solucao de hidréxido de sédio para corresponder
ao valor de pH de enxaguatoérios bucais comerciais (SADAGHIANI; WILSON;
WILSON, 2007; SUN et al., 2014).

4.1.2 Espectrofotometria de infravermelho com transformagao de
Fourier

O po6 da Quitosana e do NaF foram utilizados para a analise. As
suspensodes de Quit/NaF a 0,05% e 0,2% foram preparadas e liofilizadas. Os
sélidos obtidos de cada solugédo/suspensao foram analisados por espectros
FTIR-ATR registrados na faixa entre 4000 e 700 cm' wusando um
espectrémetro Perkin Elmer Spectrum Two™ e FTIR acoplado a um acessorio
PIKE Atenuated Total Reflectance (ATR). As amostras foram colocadas
diretamente na superficie diamante/ZnSe do mdédulo ATR e os espectros foram
registrados como a média de 16 varreduras com resolucdo espectral de 2 cm-.
Para o tratamento dos espectros, o software Perkin Elmer Spectrum ES foi
usado (versao 10.03.08.0133) (DE CARVALHO et al., 2019).

4.1.3. Analise estabilidade coloidal de particulas das suspensoes:

potencial zeta (ZP), diametro hidrodinamico (Dn) e pH

As suspensdes de particulas Quit/NaF 0,05% e 0,2% foram
armazenadas a 4°2C. A estabilidade coloidal das particulas suspensas foi
analisada por um periodo de 30 dias, considerando intervalo de 1 semana
entre as medigbes de ZP e Dn. Os valores de ZP foram calculados com média
de 5 medicdes realizadas em 5 corridas independentes, a 25°C apos 30 s de

tempo de equilibrio, inserindo aliquotas das suspensdes na célula capilar
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dobravel descartavel do dispositivo (Malvern Zetasizer Nano ZS - DPS1060).
Para as medidas de Dn, as suspensdes foram inseridas em cubeta especifica
de polietileno e foram realizadas em média 10 medidas a cada 5 execucgoes,
com o0 mesmo tempo e temperatura de equilibrio da analise ZP. O pH das
suspensdes de Quit/NaF também foi monitorado por um periodo de 30 dias,

considerando intervalo de 1 semana entre as medigdes.

4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DAS SUSPENSOES DE
PARTICULAS DE QUIT/NaF CONTRA S. mutans

Nove grupos foram formados de acordo com os agentes testados:
e Grupo 1- Solugao de Quitosana 0,2%;
e Grupo 2- Solugao de NaF 0,2%;
e Grupo 3- Suspensao de particulas Quit/NaF 0,2%;
e Grupo 4- Controle 0,2% - controle negativo;
e Grupo 5- Solucéo de Quitosana 0,05%;
e Grupo 6- Solugado de NaF 0,05%;
e Grupo 7- Suspensao de particulas Quit/NaF 0,05%;
e Grupo 8- Controle 0,05% - controle negativo;
e Grupo 9- Digluconato de clorexidina 0,12% (CLX) - controle
positivo.

A CIM dos compostos de cada grupo foi testada contra a cepa de S.
mutans UA 159, presente na cole¢do de cepas do Laboratério Multiusuario de
Microbiologia/UFJF-GV. O in6culo de 100 pL de S. mutans (com densidade
optica de 0,6 com 600 nm) foi preparado em caldo de infusdo de cérebro e
coracao (BHI) (DIFCO, Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA), em seguida
foi incubado em estufa por 18 h a 37°C em microaerofilia (uso da técnica da
chama de vela) (FUCIO et al., 2008). A determinacédo da CIM foi realizada por
meio da técnica da microdiluicdo conforme o Clinical and Laboratory Standards
Institute: CLSI Guidelines (CLSI, 2005). Para isso, placas de microdiluicdo de 96
pocos, com fundo em forma de “U” (Nunclon, Thomas Scientific, NJ, USA) foram

utilizadas. Inicialmente, 100 uL de caldo de BHI foram inseridos em cada poco.
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Em seguida, 100 pL de cada substancia (conforme cada grupo), foram
transferidos para o primeiro poco e diluidos seriadamente a partir da retirada de
uma aliquota de 100 pL da cavidade anterior (mais concentrada) para a
cavidade sucessora (menos concentrada). Por ultimo, 100 pL do inéculo de S.
mutans foi inserido em cada pogo. Simultaneamente, o controle da viabilidade
da cepa (controle de crescimento - meio de cultura com in6culo) e o controle de
esterilidade do meio (somente meio de cultura) foram realizados. O ensaio foi
realizado em triplicata, e as placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa
por 24 h a 37°C, em microaerofilia (uso da técnica da chama de vela). A CIM foi
considerada a menor concentragcdo da substancia em teste capaz de produzir
inibicdo visivel sobre o crescimento bacteriano (formagcdo ou nao de
aglomerados de células no fundo dos pogos da placa - “botdo”) (CLSI, 2005).

A CBM foi determinada pela menor concentracdo da substancia que
inibiu o crescimento visivel do subcultivo, a qual foi capaz de eliminar o
microrganismo. Para isso, aliquotas da CIM, e a concentracdo imediatamente
mais concentrada (CIM x 2) e a menos concentrada (CIM/2) foram
subcultivadas em placas de petri contendo agar de Mueller Hinton, por 48 h a

37°C sob microaerofilia (uso da técnica da chama de vela).
4.3 DESAFIO CARIOGENICO COM BIOFILME DE S. mutans

4.3.1 Preparo das amostras e grupos de estudo

Vinte e trés terceiros molares higidos foram obtidos com a aprovacao do
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora (protocolo
n? 13403819.2.0000.5147) (ANEXO A). Os dentes foram armazenados em
timol 0,1% a 4 °C e usados dentro de 1 més apds a extracdo. Nas superficies
proximais de cada dente, foi desenhada uma janela de 4 mm x 4 mm. Dois
blocos de esmalte (uma de cada superficie proximal) foram obtidos com caneta
de baixa rotacdo e disco de dupla face diamantado (n? 7020, KG Sorensen,
Barueri, SP, Brasil) sob irrigacao constante, totalizando uma area de esmalte
de 16 mm2. Os blocos de esmalte foram incluidos em resina acrilica (Vipi
Flash, Pirassununga, SP, Brasil) e submetidos ao polimento seriado, sob
irrigacdo constante, com lixas de carboneto de silicio (# 400, 600 e 1200) e

finalizado com suspensdo de alumina (1 pum) (Erios Corp., Sdo Paulo , SP,
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Brasil) e disco de feltro (Figura 2). As amostras foram limpas por 10 min em
banho ultrass6nico (Ultrasonic Cleaner, Unique Ind. E Com. Ltda, Sé&o
Paulo,SP, Brasil).

Figura 2- Preparo das amostras. A) Bloco de esmalte embutido em resina
acrilica; B) Polimento sob irrigagdo da amostra.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

4.3.2 Desafio cariogénico com S. mutans

Nove grupos foram formados para o desafio cariogénico com S. mutans,
0s quais ja foram descritos no item 4.2. O inéculo de S. mutans também foi
preparado como descrito anteriormente.

As amostras de blocos de esmalte foram esterilizadas por oxido de
etileno (ACECIL Central de Esterilizacdo e Comércio Ltda, Campinas, SP,
Brasil). Para obtencdo da UFC inicial, o inéculo de S. mutans foi diluido
serialmente (10" a 10%) para plaqueamento em agar de Mueller Hinton. As
placas foram incubadas por 48 h a 372C em estufa, em microaerofilia (técnica
da chama de vela).

As amostras foram inseridas individualmente em placas de 12 pocos
(Nunclon, Thomas Scientific, NJ, USA) e na superficie de esmalte de cada
amostra foram depositados 20 pL do inoculo de S. mutans e mantidos em
repouso por 2 h para aderéncia inicial (FUCIO et al., 2008) (Figura 3). Apés, as

amostras foram lavadas em agua destilada esterilizada para eliminagdo das
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células ndo aderidas. Em seguida, as solucdes foram aplicadas de acordo com
cada grupo, durante 90 s, para simular o bochecho na cavidade bucal (COSTA
et al., 2014).

Figura 3 - Blocos de esmalte com 20 uL de S. mutans na superficie para
adeséo inicial.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Apos, as amostras foram lavadas com agua destilada esterilizada e,
subsequentemente, foram imersas em pogos contendo 1 mL de caldo de BHI
suplementado com 1% de sacarose (FUCIO et al., 2008) (Figura 4). As placas
foram incubadas por 24 h, a 37°C em estufa, em microaerofilia com o emprego
do método da chama de vela. Este desafio cariogénico foi repetido por 7 dias,
com aplicagdes diarias das solugdes e troca de meio a cada 24 h. Apéds este
periodo, com auxilio de uma alga de polipropileno de 10 pL, o biofilme foi
removido e inserido em eppendorf contendo 1 mL de NaCl 0,9%. O conteudo
foi agitado em vortex por 1 min. A suspensao foi diluida serialmente em NaCl
0,9% (101" a 1078) para plagueamento em agar de Mueller Hinton. As placas
foram incubadas por 48 h a 37°C em estufa para obtencdo da UFC final de
cada grupo. Assim, foi realizada uma comparagao entre os valores de UFC
inicial e de UFC final de S. mutans de cada grupo do estudo. Os blocos de
esmalte foram lavados em ultrassom por 10 min para os testes de dureza de

superficie.
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Figura 4- Amostras imersas em 1mL de BHI + 1% de sacarose nos pogos da
placa de poliestireno.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

4.3.3 Analise de microdureza Knoop

As medidas de dureza Knoop foram realizadas antes e apds o desafio
cariogénico em cada amostra. As medidas de microdureza foram realizadas no
microdurébmetro (HMV-2, Shimadzu, Kyoto, Japao) (Figura 5), utilizando
indentador Knoop e carga de 50 g aplicada por 15 s (DA SILVA, 2020). Cinco
indentacdes, com distdncia de 100 pm uma das outras, foram realizadas em

cada amostra.
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Figura 5- Microdurométro (HMV-2, Shimadzu, Kyoto, Japao) utilizado para
determinar valores de dureza.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A porcentagem de alteracdo de dureza de superficie (%KHN = %
surface microhardness measurement) foi calculada pela formula (MAGALHAES
et al., 2021b):

% KHN = 100x [(KHNpss desafio-KHNinicial) / KHNinicial]

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio do pacote estatistico Jamovi
(versdo 1.8, computer Software, obtido em www.jamovi.org), considerando um
erro a de 0,05. Os dados foram verificados quanto a distribuicdo normal (teste
de Shapiro-Wilk) e igualdade de variancias (teste de Levene), seguido de
analise estatistica paramétrica. Os dados de UFC/mL de S. mutans no biofilme
foram transformados para Log1o para comparacao entre os grupos. O teste de

esfericidade (Shapiro-Wilk) apresentou distribuicdo normal, porém a
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homogeneidade de variancia (Teste de Levene) nao apresentou (p < 0.001).
Assim, o teste de ANOVA 2 critérios de medidas repetidas foi utilizado para
comparagao de UFC/mL dos grupos em dois fatores: solu¢des (9 solucdes) e
tempo (inicial e final), seguindo a recomendacdao de Cohen (2001), a qual
afirma que testes parameétricos, como ANOVA, sdo suficientemente robustos
em casos de violagdo de normalidade. Os resultados foram apresentados pela
mediana (12. quartil — 32. quartil).

Dados de dureza apresentaram distribuicdo normal (p <0,001) e
variacao semelhante entre os grupos (p <0,001); portanto, a analise de
variancia de medidas repetidas (ANOVA RM) e o teste post-hoc de Tukey
foram aplicados para: i) comparacgéao intragrupo dos valores de KHN; ii)
comparacao de KHN entre os grupos em cada periodo experimental. A analise
de variancia unilateral (ANOVA) e os testes post-hoc de Tukey foram usados

para analisar a % de mudanca na dureza entre 0s grupos.
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5 RESULTADOS

Os resultados da titulagdo viscosimétrica sao mostrados na Figura 6, por
meio da titulagdo de NaF - 190 mM em 15,0 mL de Quitosana - 22,3 mM (base
monomeérica). A titulagcdo da solugcido de acido acético 1,0% v/v (solvente) na
solucdo de quitosana (4,0 mg/mL) foi realizada para, posteriormente, verificar a
titulacdo do NaF na solucdo de quitosana, a fim de investigar a magnitude
deste processo em viscosidade. Conforme observado na Figura 6, a diluicao da
quitosana por titulagdo da solugcdo de acido acético (solvente) teve um efeito
nao significativo na viscosidade quando comparada a curva de titulagdo do NaF
na solugdo de Quitosana. No inicio da titulagdo, a viscosidade apresentou
valores maiores, porém, com a adicdo de NaF houve reducédo na viscosidade
até a relacdo molar de [NaF]/[Quitmonsmero] = 0,64.

Apos encontrar a razdao molar [NaF])/Quitmonsmero], @S concentragdes das
suspensodes de particulas de quitosana carregadas com NaF a 0,2% (2 mg/mL)
e 0,05% (0,5 mg/mL) foram ajustadas com a razdo molar de 1:1 entre os
compostos, a qual foi calculada com base na quantidade de ions fluoreto livre.
Assim, a concentragdo molar dos compostos para preparo das suspensoes de
Quit/NaF foi de 0,0475 mol/L para a concentracao de 0,2%, e de 0,0118 mol/L
para a de 0,05%.

Figura 6- Titulacdo viscosimétrica de NaF 190 mM em 15,0 mL de Quitosana
22,3 mM (de base monomérica). Medicao realizada a 25,0 °C e 1000 s'. n =
viscosidade; R= razdao molar ou estequiométrica de [NaF]/[Quitmonsmero]-

O Titulacdo de solvente em guitosana 22 3 mM
0.0104 B NaF 190 mM em quitosana 22,3 mM

DDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD m} oaoo
u|
o \]EIDDDEIDEI

0,008 ]

n/(Pa.s)
@

0,006 ]

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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A Figura 7 demonstra os valores de absorcdo de FTIR para Quit, NaF e
suspensdes de particulas de Quit/NaF 0,05% e 0,2%. No espectro da
quitosana, o pico amplo e médio na faixa de 3750-3200 cm-! foi atribuido a
vibracdo de alongamento O-H ligada por hidrogénio. O alongamento N-H da
amida | e Il foi observado a 1649 e 1584 cm-!, respectivamente. Um pico de
vibragdo de alongamento de amina C-N tipo | foi observado em 1318 cm-'. Um
pico fraco observado em 1422 cm-! foi atribuido a deformagao angular de CH>
adjacente ao grupo carbonila. A absor¢cao de NaF nao foi observada na regido
de 4000-700 cm'. Os espectros das suspensoes liofilizadas de Quit/NaF nas
duas concentracdes foram idénticos. Mudancgas nos espectros das suspensoes
foram observadas em comparacao ao precursor (quitosana). A banda O-H foi
alargada aparecendo na regido de 3700 - 2400 cm'. O pico de N-H da amida
do grupo Il foi aumentado e deslocado para 1549 cm-'. O pico fraco a 1404 cm-
! indica a formagao do sal acetato.

Figura 7- Espectros de FTIR das solugcées de NaF e Quit e das suspensodes de
particulas de Quit/NaF 0,05% e 0,2%.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A anadlise do tamanho de particulas (Dn - nm) das suspensbes de
Quit/NaF foram de 2160 + 180,24 e 6581,98 + 264,68 e potencial zeta (mV) de
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2956 £ 0,86 e 36,24 + 0,90 (respectivamente para a concentracao
correspondente a 0,05% e 0,2%). Durante o periodo de 30 dias houve
estabilidade coloidal das microparticulas, sem alteracdo de tamanho e
potencial zeta. A concentragao da solucao de quitosana foi decisiva para definir
o tamanho das microparticulas. Quanto maior a concentragao da quitosana,
maior o tamanho das particulas. Porém, a presenca de NaF causou reducao no
tamanho, provavelmente por indugcao do colapso do complexo, pela interacao
dos compostos. O pH das suspensdes de Quit/NaF foi igual a 4,01 £+ 0,05 e
3,98 + 0,04 (respectivamente para a concentracao correspondente a 0,05% e
0,2%), e se mantiveram constantes durante o periodo de 30 dias, mostrando
estabilidade das solucgdes.

Os valores de CIM e CBM das suspensdes de Quit/NaF nas duas
concentragdes variaram de 0,65 - 1,31 mg/mL, conforme mostrado na Tabela
1.

Tabela 1- Valores da Concentracéao inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) das substéancias testadas.

Substancias testadas CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)

Quit/NaF 0,2% 0,65 1,31
Quit 0,2 % 0,26 0,26

NaF 0,2% 0,24 0,49
Controle 0,2% CC CcC
Quit/NaF 0,05% 0,65 0,65
Quit 0,05% 0,26 0,26

NaF 0,05% 0,06 0,06
Controle 0,05% CC CcC
CLX 0,12% SC SC

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Nao houve diferenga significativa nos valores de UFC/mL do biofilme de
S. mutans entre os grupos no periodo inicial. Todos os grupos apresentaram
reducdo significativa nos valores de UFC/mL ap6s a aplicagdo das
solugdes/suspensdes. O grupo Quit/NaF 0,2% (QN2) apresentou menor numero

de UFC/mL comparado aos demais grupos (p <0,001) (Figura 8). O grupo
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Quit/NaF 0,05% (QNO05) nao apresentou diferencga significativa em comparagéo
com o grupo de Quit 0,2% (Q2) (p = 0,954) e controle negativo 0,2% (C2) (p =
0,121). Os grupos Quit 0,05% (Q05), NaF 0,05% (NO05), NaF 0,2% (N2), controle
negativo 0,2% (C2) e controle negativo 0,05% (C05) n&o apresentaram
diferenca estatistica entre si (p> 0,05) e apresentaram os maiores valores de
UFC/mL. O grupo controle positivo - CLX 0,12% n&o apresentou crescimento

bacteriano (Figura 8).

Figura 8 - Diagramas de box plot mostrando o efeito da aplicagdo das soluc¢oes
e suspensodes na UFC/mL de S. mutans colonizados no esmalte durante 7 dias.

14

12 - = AC

i AB

10 \T‘ i - B.C.D El

E

NOS Qos NQo5 Co5 Mz Qz2 NGQ2 cz CLX

Barras horizontais (cor vermelha) dentro das caixas s&o os valores da mediana. Os limites
inferiores e superiores das caixas sao relacionados aos valores de percentis 25 e 75%,
respectivamente. As extremidades das linhas verticais representam os valores minimo e
maximo de cada grupo. Letras maiusculas diferentes mostram diferenca significativa entre os
grupos apos biofilme de S. mutans pelo teste de ANOVA dois fatores de medidas repetidas (P
<0,05). NO5= Solucéo de NaF 0,05%; Q05= Solucédo de Quitosana 0,05%; NQO5= Suspenséao
de particulas Quit/NaF 0,05%; C05= Controle 0,05%; N2= Solu¢do de NaF 0,2%; Q2= Solugao
de Quitosana 0,2%; NQ2= Suspensao de particulas Quit/NaF 0,2%; C2= Controle 0,2%; CLX=
Digluconato de clorexidina 0,12%.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A Tabela 2 mostra as medidas de microdureza Knoop (KHN) iniciais e
pos-desafio. O desafio cariogénico reduziu significativamente os valores de
KHN em todos os grupos (p <0,001). Os valores iniciais de KHN nao diferiram

significativamente entre os grupos (p = 1,00). Apdés o desafio cariogénico, as
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amostras tratadas com as suspensodes de Quit/NaF 0,2% e Quit/NaF 0,05%, e
CLX apresentaram os maiores valores de KHN (288 + 28,1; 286 + 15,6; 321 +
22,0 respectivamente), sem diferenca entre eles (p = 1,00). Nao foram
encontradas diferencas significativas nos valores de KHN entre os grupos Quit
0,05%, NaF 0,05%, Quit 0,2% e NaF 0,2% (p = 1,00), os quais apresentaram
valores de KHN intermediarios. Os grupos de suspensao de Quit/NaF 0,05% e

0,2% , e CLX também mostraram a menor % de mudanca nos valores de KNH

Tabela 2- Valores de Dureza Knoop (KHN) do esmalte antes e apos a

* desvio padrao.

aplicagao das solugdes e desafio cariogénico. Valores sdo expressos em média

Substancias
testadas

Quit/NaF 0,2%

Quit 0,2 %

NaF 0,2%
Controle 0,2%
Quit/NaF 0,05%
Quit 0,05%

NaF 0,05%

Controle 0,05%

CLX 0,12%

KHN

KHN inicial KHN pos-desafio
348 £ 21,2 A8 288 + 28,1 Ab
362 + 22,7 A2 237 £ 14,580
350 £11,9 A2 235+ 29,7 Bb
360 + 37,2 A2 146 £ 14,0 ¢
350 + 9,33 A2 286 + 15,6 AP
357 £ 19,0 A2 214 £ 13,7 BCH
361 9,08 A2 237 £19,5Bb
353 £ 29,6 A2 171 £25,2 Cb
350 + 4,49 A 321 +22,042

% mudanca
de KHN

17,3 6,0
342+768
32,8+89°B
59,1+ 5,04
18,3+6,1¢
39,8 +7,24A8
34,3+6,2B

51,8 £4,7A
8,35+72°C

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

* Valores expressos por letras mailsculas iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos em cada periodo experimental (p> 0,05 por ANOVA dois fatores de
medidas repetidas e Teste de Tukey).
** Valores expressos por letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica
significativa em cada grupo antes e depois do desafio cariogénico (p> 0,05 por ANOVA dois fatores

de medidas repetidas e Teste de Tukey).

*** Valores expressos por letras maiusculas iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos para % de mudanga de KHN (p> 0,05 por ANOVA unilateral e Teste de

Tukey).
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6 DISCUSSAO

A hipotese testada no nosso estudo foi aceita, uma vez que as
suspensodes de microparticulas de Quit/NaF apresentaram efeito antibacteriano
reduzindo a formacdo do biofilme de S. mutans e diminuindo a
desmineralizacdo do esmalte causada por desafio cariogénico. Entretanto, a
suspensao de microparticulas de Quit/NaF 0,2% reduziu efetivamente a
formacdo de biofilme de S. mutans, ao passo que a de 0,05% apresentou
valores intermediarios na redugcao de UFC/mL de S. mutans.

No presente estudo, as suspensbGes de particulas de quitosana
carregadas com NaF foram sintetizadas pelo método de gelificacdo idnica,
utilizando o fluoreto de sédio com o objetivo de fornecer ions fluoreto para atuar
na prevencao da carie dental. No processo de gelificacdo iGnica agentes
reticulantes podem ser utilizados para proporcionar a interagcao eletrostatica
entre o polimero da quitosana e a carga oposta do agente reticulador, o qual
geralmente é de baixo peso molecular, como o tripolifosfato de sédio (TPP)
(NGUYEN et al., 2017; FURTADO et al., 2018).

O agente reticulador nao foi utilizado neste estudo no processo de
gelificacdo ibnica para a sintese de microparticulas, porém o fluoreto de sédio
foi adicionado, por ser um sal monovalente, de baixo peso molecular (41,99
g/mol) e massa molar (18,01 g/mol) (NGUYEN et al., 2017), além de ser o
composto fluoretado mais utilizado na prevencao da carie (MARINHO et al.,
2016). A hipotese elaborada no nosso estudo foi que, apds o processo de
dissociacao, ocorresse a liberacdao de ions F- que poderiam interagir com os
grupos amino da quitosana, favorecendo a formacgao de particulas de quitosana
em menor escala, da mesma forma como ocorre com o TPP. A interacédo da
molécula de quitosana com o NaF foi verificada por meio da analise da
viscosidade e FTIR, os quais sao parametros caracteristicos para a
caracterizacao de particulas (DU et al., 2009; DE CARVALHO et al., 2019).

A analise da viscosidade também realizada no estudo € uma
propriedade mecéanica macroscopica que depende diretamente do tamanho e
da carga das particulas, e do equilibrio entre particulas-solvente, particula-
particula e interagdes solvente-solvente (DE CARVALHO et al.,, 2019). A

titulacdo envolve uma diluicdo de titulante, como descrito ha metodologia, com
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o intuito de verificar a interacdo entre a quitosana e NaF e a formacao
esponténea de particulas de Quit/NaF. Observou-se redugcdo dos valores de
viscosidade quando o NaF foi titulado em quitosana devido a neutralizacdo dos
grupos catibnicos, como também ocorre quando um agente reticulador é
utilizado (DE CARVALHO et al., 2019). A titulagdo da solucao de acido acético
1,0% v/v na solugéo de quitosana (4,0 mg/mL) foi realizada como o "branco", e
demonstrou um efeito baixo na viscosidade quando comparada a curva de
titulagdo do NaF 190.0 mM na solucéo de quitosana (Figura 6).

No inicio da titulacdo, a viscosidade apresentou valores superiores.
Nessa regido, as moléculas de quitosana estavam em um estado de
conformacao estendida (cadeia aberta), com repulsdo intramolecular maxima
devido as suas cargas positivas. Com a adi¢cao de NaF, houve uma reducao da
viscosidade para a razdo molar de [NaF]/[Quit] = 0,64, o que foi atribuido a
neutralizacdo da cadeia polimérica devido a interagdo dos grupos positivos da
quitosana (NHs*) com as cargas negativas NaF (F) (DE CARVALHO et al.,
2019). Provavelmente houve uma interagdo iGnica entre 0os grupos amino
carregados positivamente (-NHz") da quitosana e os grupos fluoreto
carregados negativamente (-F-) do NaF, como ja citado por Nguyen et al.,
2017. Assim, a neutralizacado das cargas entre a quitosana e o NaF promoveu
uma contracdo das cadeias da molécula de quitosana, levando-a a uma
conformagao menor, causando reducao nos valores de viscosidade (Figura 6).
Esse resultado reforga a hipotese da formacao do complexo de particulas de
quitosana com a adicédo de NaF. A medida que as cadeias sdo compactadas, o
atrito hidrodindmico entre as particulas torna-se menor, a fim de facilitar a
movimentagcdo de quantidades significativas de moléculas de agua durante o
cisalhamento (DE CARVALHO et al.,, 2019), e assim ha uma reducdo na
viscosidade da suspenséo de particulas de Quit/NaF.

A analise de FTIR mostrou diferentes picos relacionados as vibragoes
das ligagées quimicas causadas pela quebra ou formacdo de ligacbes e
interacdes intermoleculares entre os compostos. Mudancgas foram observadas
em comparagdo com a quitosana (Figura 7). A banda O-H foi alargada
aparecendo na regido de 3700-2400 cm-!, sugerindo um aumento nas ligagcoes
de hidrogénio. O pico de N-H da amida do grupo |l foi aumentado e deslocado
para 1549 cm' (DE CARVALHO et al., 2019). O pico em 1404 cm™ revela
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vibracdes do anion carboxilato -COO-, devido a presenca do acetato utilizado
para dissolver a quitosana (MAURICIO-SANCHEZ et al., 2018). Por fim, esses
dados sugerem protonacdo de NH. com a formacdo de pares de ions em
suspensodes.

Alguns fatores podem interferir no tamanho das particulas formadas,
como o método de sintese, o pH do meio, a concentracdo e o peso molecular
da quitosana (IKONO et al., 2019). Assim, as solucbes foram preparadas e
avaliadas por 30 dias quanto a estabilidade do ZP, Dx e pH.

O potencial zeta € um método utilizado para compreender a estabilidade
das dispersdes coloidais por meio do controle das interagdes eletrostaticas das
particulas, de modo que ao ser aplicado uma tensao no par de elétrons do
eletrodo, as particulas carregadas sao atraidas para o eletrodo de carga
oposta, e sua velocidade € medida e expressa em forca de campo unitaria
como mobilidade eletroforética (KASZUBA et al., 2010). Valores de = 30 mV
demonstram estabilidade entre as particulas (BARRERAS et al., 2016).

A suspensao de microparticulas de Quit/NaF apresentou potencial zeta
positivo de +36,24 + 0,9 mV e +29,56 + 0,86 (respectivamente para a
concentragdo correspondente a 0,05% e 0,2%), o que justifica a interagédo
eletrostatica e estabilidade coloidal das particulas. A concentracdo de
quitosana teve efeito minimo nos valores de ZP e a adigcdo de NaF causou
reducado dos valores de ZP, de modo que a estabilidade das particulas de
Quit/NaF foi mantida durante 30 dias. A redugcédo dos valores de ZP obtidos
com a adicdo de NaF pode estar relacionada a neutralizagdo dos grupos
cationicos da quitosana (Furtado et al., 2018). Nguyen et al. (2017) também
apontou estabilidade das nanoparticulas de quitosana/TPP incorporadas com
NaF nas duas concentra¢des avaliadas (0,2% e 0,4%) no periodo de 30 dias.

O tamanho das particulas de Quit/NaF foi avaliado pelo método de
espalhamento de luz dindmico, o qual € a tecnologia mais popular em
dimensionamento de particulas, e tem sido usado para medir pequenas
particulas em suspensdo (DE CARVALHO et al.,, 2019). As suspensbes de
Qui/NaF apresentaram tamanho igual a 2160 £ 180,24 nm e 6581,98 + 264,68
nm (respectivamente para as concentragcdes de 0,05% e 0,2%). Esses
tamanhos caracteriza a formacdo de microparticulas (SREEKUMAR et al,,
2018).
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As microparticulas de Quit/NaF apresentaram estabilidade de tamanho
no periodo de 4 semanas, sendo que a concentracdo de quitosana foi
determinante para a formacao do tamanho das particulas. Com a adi¢cdo do
NaF, houve redugcdo do tamanho das particulas, devido a uma inducéo do
colapso da estrutura conforme discutido anteriormente. Dados semelhantes
foram encontrados no estudo de Furtado et al. (2018) em que as particulas
permaneceram estaveis durante o periodo de 21 dias, porém a presenca de
NaF nao impediu o colapso das particulas apds o periodo estudado.

O pH do meio pode afetar as caracteristicas fisico-quimicas relevantes
das suspensdes de particulas de quitosana e sua estabilidade, alterando
parametros como hidrofobicidade das particulas, molhabilidade e
homogeneidade de superficie (ALISON et al., 2018). Durante o periodo de 30
dias verificou-se que o pH das solugdes permaneceu estavel.

O presente estudo testou a aplicagéo de suspensao de microparticulas
de Quit/NaF na superficie do esmalte humano quando o modelo microbiano de
desafio cariogénico com S. mutans foi utilizado para simular o processo de
carie. Os modelos microbianos sdo usados para avaliar a desmineralizagcao
(ou inibicdo da desmineralizacdo) de tecidos dentarios e possui vantagens
sobre outros modelos de carie in vitro, pois permite a atuagdo dos agentes anti-
carie nos microrganismos, e assim os efeitos antibacterianos dos mesmos
podem ser estudados (MASKE et al., 2017; AMAECHI et al., 2019).

As suspensdes de microparticulas de Quit/NaF a 0,05% e 0,2%
apresentaram CIM igual 0,65 mg/mL e CBM de 0,65 mg/mL e 1,3 mg/mL,
respectivamente. A solu¢do de Quit 0,2% e 0,05% apresentaram valores de
CIM e CBM de 0,26 mg/mL, enquanto para NaF os valores variaram entre 0,24
mg/mL e 0,12 mg/mL para ambas as concentragdes (Tabela 1). Os resultados
da CIM estdo de acordo com outros estudos, que também utilizaram quitosana
de baixo peso molecular contra S. mutans, em que a CIM variou de 0,5 a 2
mg/mL (BAE et al., 2006; COSTA et al., 2012). O digluconato de clorexidina
0,12%, o padrao ouro contra a formacao de biofilme (VARONI et al., 2012), foi
considerado controle positivo neste estudo e apresentou crescimento
bacteriano.

Os valores de UFC/mL inicial do biofilme de S. mutans foi obtida com o

intuito de comparagao apos o desafio cariogénico. Todos os grupos
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apresentaram reducéao significativa dos valores de UFC/mL apdés a aplicacao
das solugdes. O grupo de microparticulas de Quit/NaF a 0,2% apresentou
menor numero de UFC/mL em comparagao aos demais grupos (p <0,001); e o
grupo Quit 0,2% apresentou maior reducdo de microrganismos comparado aos
grupos Quit 0,05%, NaF 0,05% e NaF 0,2% (Figura 8). Isso pode ser explicado
devido a maior concentracdo da quitosana. Diversas concentracbes de
quitosana ja foram testadas na literatura, e ainda nao ha uma concentracao
definida sobre qual seria a mais indicada para agir contra S. mutans
(BUSSCHER et al., 2008; NEILANDS et al., 2011; COSTA et al., 2013, 2014;
ABEDIAN et al, 2019). Porém, ja foi verificado que quanto maior a
concentragcao e o tempo de exposi¢cao da quitosana ao microrganismo, maior a
sua atividade antibacteriana (BUSSCHER et al., 2008; CHAVEZ DE PAZ et al.,
2011; COSTA et al.,, 2012) Kawakita et al. (2019) avaliaram o efeito de duas
formulacbées de quitosana (dispersao e microparticulas) nas concentracbes de
0,25% e 1% contra biofilme maduro de S. mutans, de modo que os autores
encontraram que as microparticulas apresentaram melhor efeito na maior
concentragao.

A quitosana apresenta varios mecanismos de acgdo antimicrobiana
(KONG et al., 2010; CHAVEZ DE PAZ et al., 2011; COSTA et al., 2012). Um
deles é relacionado a natureza policatibnica da quitosana que pode interagir
com a parede celular de bactérias, especialmente bactérias gram-positivas
(que contém aminoacidos acidos, como acido teicoico e isoglutamato em sua
parede celular) (KONG et al., 2010). Assim, a carga positiva da quitosana
fornece uma forte fixacdo a parede celular, resultando na lise celular da
bactéria e na liberagcdo de componentes celulares, podendo levar a morte
celular (KONG et al., 2010). Além disso, o grupo amina da cadeia da quitosana
também pode interromper as ligacdes eletrostaticas entre as bactérias do
biofiime e a superficie do dente (CHAVEZ DE PAZ et al., 2011). A quitosana
pode penetrar na parede celular bacteriana e se ligar ao DNA, inibindo a
sintese de mRNA, afetando a producédo de proteinas e enzimas essenciais,
demonstrando um efeito quelante. Esse efeito pode interferir na sintese de
acidos graxos e proteinas da bactéria, mostrando outro mecanismo de acao
antimicrobiano da quitosana (KONG et al., 2010; CHAVEZ DE PAZ et al., 2011;
NEILANDS et al., 2011).
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O fluoreto de sédio, em ambas as concentracées (0,2% e 0,05%),
mostrou baixo efeito no biofilme de S. mutans, assim como no estudo de
Thurnheer & Belibasakis (2018) (Figura 8). O efeito antimicrobiano dos ions
fluoreto ainda n&o foi estabelecido, e sua maior atuacdo € no processo de
desmineralizacdo e remineralizacdo do esmalte (THURNHEER &
BELIBASAKIS, 2018). Thurnheer & Belibasakis, em 2018, avaliaram o efeito do
NaF na desmineralizacdo do esmalte no biofilme oral, e encontraram que o
fluoreto ndo afetou a composicao do biofilme. O maior efeito encontrado foi na
reducdo da desmineralizacdo do esmalte, provavelmente por causar diminuicdo
na producao de acido ou EPS pelas bactérias do biofilme, ou por promover
remineralizagdo do esmalte devido aos ios fluoreto. Assim, acreditamos que ao
associar a quitosana ao NaF no grupo Quit/NaF 0,2% a maior inibicdo no
crescimento de col6nias de S. mutans observada em comparagao aos grupos
Quit/NaF 0,05% e dos compostos isolados pode ser relacionada a presenga de
quitosana em maior concentracdo. Esse resultado nos mostra que um
composto com suspensao de microparticulas de Quit/NaF 0,2% pode ser
interessante para uso clinico na prevengdo da carie j& que NaF nas
concentragbes de 0,05% e 0,2% ja sdao comercialmente utilizados. Porém,
futuros ensaios devem ser realizados para comprovar a efetividade anti-carie
deste composto.

O teste de microdureza foi utilizado para determinar mudangas na
superficie do esmalte durante os estagios iniciais do desenvolvimento de carie (
ZERO, 1995; MOHD SAID; EKAMBARAM; YIU, 2017; ZHANG et al., 2018).
Embora este teste ndo possa apontar as diferengas no conteudo mineral, a
avaliacao da microdureza superficial € apropriada para investigar a resisténcia
de um tecido duro, como o esmalte, apresenta microestrutura fina, nao
homogénea e com tendéncia a rachaduras (MOHD SAID; EKAMBARAM; YIU,
2017; MAGALHAES et al., 2021).

No presente estudo, ndo encontramos diferenga nos valores iniciais de
KHN (entre 300 e 400 KHN) entre os grupos (Tabela 3), o que sugere que
todas as amostras foram padronizadas quanto a dureza, e os valores estao de
acordo com a literatura (CHUENARROM; BENJAKUL; DAOSODSAI, 2009;
MAGALHAES et al., 2021). No periodo pés-desafio, os grupos Quit/NaF 0,2%,

Quit/NaF 0,05% e CLX apresentaram maiores valores de dureza, sem
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diferenca estatistica entre eles. Os grupos Quit e NaF ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si, nas duas concentracdes. Esses resultados
mostram que o efeito das suspensdes de Quit/NaF no esmalte dental, nas duas
concentragdes, ambos compostos (Quit e NaF) tiveram acéo para fortalecer a
estrutura do esmalte, minimizando a perda de dureza da estrutura (processo de
desmineralizagao).

O efeito da quitosana na desmineralizacdo do esmalte é relacionado ao
fato da solucdo de quitosana poder interagir com a superficie do esmalte
formando uma barreira fisica contra a penetracdo de acidos (ARNAUD; DE
BARROS NETO; DINIZ, 2010; ZHANG et al., 2019); além de ter a capacidade
de transportar ions minerais mais profundamente nas lesdes de carie (ZHANG
et al.,, 2019). No estudo de Arnaud et al. (2010) a quitosana interferiu no
processo de desmineralizagdo do esmalte, prevenindo a liberacdo de fosforo
da estrutura, atuando como um inibidor de penetracdo de acidos advindos do
meio bucal.

Nesse estudo possuiu a limitagao de nao ter testado a liberacao de fluor
da suspenséo de microparticulas de Quit/NaF. Nguyen et al. (2017) mostraram
que a suspensdo de particulas de NaF/quitosana em maior concentragcao
apresentou maior liberacao de ions fluoreto. Existe forte interacdo eletrostatica
entre os anions F- e o grupo amina protonada NH3" da quitosana durante a
preparacdao das particulas de Quit/NaF, o que reduz a quantidade de fluor
liberado no ambiente oral, porém com um padréo de liberacao de fluor continuo
durante 24 h (NGUYEN et al., 2017). Por este motivo, testamos a suspensao
de microparticulas de Quit/NaF a 0,2% com aplicacdo uma vez ao dia, ao invés
de uma vez por semana, como 0s enxaguatorios bucais contendo NaF a 0,2%
sao recomendados (MARINHO et al., 2016).

Em suma, este estudo mostrou que as suspensdes de microparticulas
de Quit/NaF, nas duas concentragcdes (0,2% e 0,05%), podem minimizar a
desmineralizacdo do esmalte apos desafio cariogénico contra S. mutans.
Embora este modelo de biofilme ndo simule a complexidade das condi¢des
bucais, foi possivel verificar que a suspensao de particulas de Quit/NaF,
principalmente a 0,2%, conseguiu impedir o crescimento do principal
microrganismo relacionado a carie. Os resultados deste estudo mostraram que

as suspensodes de microparticulas de Quit/NaF a 0,05% e 0,2% possuem
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potencial de uso como produtos de higiene bucal para atuar na prevencao da
carie, principalmente em criancas carie-ativas ou de risco a doenga, ja que
pode apresentar potencial antimicrobiano e liberacédo de ions F- de forma lenta
e gradual, o que poderia também minimizando o risco de fluorose dental.
Entretanto futuros estudos tornam-se necessarios para avaliar as limitagdes
encontradas: 1) avaliar o perfil de liberacdo de flior das suspensao de
microparticulas de Quit/NaF, avaliando sua potencialidade como sistema de
liberagcdo controlada de ions F-; 2) analisar o efeito antimicrobiano das
suspensdes com modelos de biofilme multiespécies, além de avaliar o
potencial citotoxico das mesmas; e 3) investigar o mecanismo de acédo das

suspensdes de microparticulas de Quit/NaF no esmalte desmineralizado.

7 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que houve interagdo dos compostos quitosana e
fluoreto de sédio formando a suspensdo de microparticulas de Quit/NaF pelo
método de gelificacdo idbnica. As suspensdes de microparticulas de Quit/NaF
(principalmente a de 0,2%) apontaram efeito antibacteriano contra biofilme de S.
mutans e diminuiram a desmineralizagdo do esmalte humano apés o desafio
cariogénico, mostrando um interessante potencial de uso como formulacao oral

para prevencao da carie.



48

REFERENCIAS

ABEDIAN, Z. et al. Antibacterial activity of high-molecular-weight and low-
molecular-weight chitosan upon oral pathogens. Journal of Conservative
Dentistry, v. 22, n. 2, p. 169-174, 2019.

ALISON, L. et al. Emulsions stabilized by chitosan-modified silica nanoparticles:
pH control of structure-property relations. Langmuir, v. 34, n. 21, p. 6147-
6160, 2018.

AMAECHI, B. T. et al. Protocols to study dental caries in vitro: Microbial caries
models. Methods in Molecular Biology, v. 1922, p. 357-368.

ANTONIOU, J. et al. Physicochemical and morphological properties of size-
controlled chitosan-tripolyphosphate nanoparticles. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, v. 465, p. 137-146, 2015.

ARNAUD, T. M. S.; DE BARROS NETO, B.; DINIZ, F. B. Chitosan effect on
dental enamel de-remineralization: An in vitro evaluation. Journal of Dentistry,
v. 38, n. 11, p. 848-852, 2010.

BAE, K. et al. Effect of water-soluble reduced chitosan on Streptococcus
mutans, plaque regrowth and biofilm vitality. Clinical Oral Investigations, v.
10, n. 2, p. 102-107, 2006.

BARRERAS, U. S. et al. Chitosan nanoparticles enhance the antibacterial
activity of chlorhexidine in collagen membranes used for periapical guided
tissue regeneration. Materials Science and Engineering C, v. 58, p. 1182-
1187, 2016.

BUSSCHER, H. J. et al. Influence of a chitosan on oral bacterial adhesion and
growth in vitro. European Journal of Oral Sciences, v. 116, n. 5, p. 493495,
2008.

CHAVEZ DE PAZ, L. E. et al. Antimicrobial effect of chitosan nanoparticles on
Streptococcus mutans biofilms. Applied and Environmental Microbiology, v.
77,n. 11, p. 3892-3895, 2011.

CHUENARROM, C.; BENJAKUL, P.; DAOSODSAI, P. Effect of indentation load
and time on knoop and vickers microhardness tests for enamel and dentin.
Materials Research, v. 12, n. 4, p. 473-476, 2009.

CICCIU, M.; FIORILLO, L.; CERVINO, G. Chitosan use in dentistry: A
systematic review of recent clinical studies. Marine Drugs, v. 17, p. 417, 2019.



49

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE - NCCLS.
Performace standards for antimicrobial susceptibility testig; fifteenth
informational supplement. CLSI/NCCLS document M100-S15(ISBN 1 -
56238-556-9).

COHEN, M. E. Analysis of ordinal dental data: Evaluation of conflicting
recommendations. Journal of Dental Research, v. 80, n. 1, p. 309-313, 2001.

COSTA, E. M. et al. Evaluation and insights into chitosan antimicrobial activity
against anaerobic oral pathogens. Anaerobe, v. 18, n. 3, p. 305-309, 2012.

COSTA, E. M. et al. Study of the effects of chitosan upon Streptococcus mutans
adherence and biofilm formation. Anaerobe, v. 20, p. 27-31, 2013.

COSTA, E. M. et al. A comprehensive study into the impact of a chitosan
mouthwash upon oral microorganism’s biofilm formation in vitro. Carbohydrate
Polymers, v. 101, n. 1, p. 1081-1086, 2014.

DA SILVA, P. DA S. L. P. Effect of pit and fissure sealants on the prevention of
enamel demineralization after exposure to Streptococcus mutans Biofilm: In
Vitro study. Journal of Pediatric Dentistry, v. 6, n. 1, p. 00-00, 2020.

DASH, M. et al. Chitosan - A versatile semi-synthetic polymer in biomedical
applications. Progress in Polymer Science (Oxford), v. 36, n. 8, p. 981-1014,
2011.

DE CARVALHO, F. G. et al. Synthesis and characterization of TPP/chitosan
nanoparticles: Colloidal mechanism of reaction and antifungal effect on C.
albicans biofilm formation. Materials Science and Engineering C, v. 104, 1
nov. 2019.

DU, W. L. et al. Antibacterial activity of chitosan tripolyphosphate nanoparticles
loaded with various metal ions. Carbohydrate Polymers, v. 75, n. 3, p. 385-
389, 2009.

FUCIO, S. B. P. et al. The influence of 30-day-old Streptococcus mutans biofilm
on the surface of esthetic restorative materials-An in vitro study. Journal of
Dentistry, v. 36, n. 10, p. 833-839, 2008.

FURTADO, G. T. F. DA S. et al. Chitosan/NaF particles prepared via ionotropic
gelation: Evaluation of particles size and morphology. Materials Research, v.
21,n.4, p.e20180101, 2018.

GONDIM, B. L. C. et al. Effect of chitosan nanoparticles on the inhibition of
Candida spp. biofilm on denture base surface. Archives of Oral Biology, v. 94,
p. 99-107, 2018.



50

HEJAZI, R.; AMIJI, M. Chitosan-based gastrointestinal delivery systems.
Journal of Controlled Release, v. 89, p. 151-165, 2003.

IKONO, R. et al. Nanochitosan antimicrobial activity against Streptococcus
mutans and Candida albicans dual-species biofiims. BMC Research Notes, v.
12, p. 383, 2019.

ING, L. Y. et al. Antifungal activity of chitosan nanoparticles and correlation with
their physical properties. International Journal of Biomaterials, v. 2012, 2012.

JONASSEN, H.; KIONIKSEN, A. L.; HIORTH, M. Stability of chitosan
nanoparticles cross-linked with tripolyphosphate. Biomacromolecules, v. 13, n.
11, p. 3747-3756, 2012.

KASSEBAUM, N. J. et al. Global burden of untreated caries: A systematic
review and metaregression. Journal of Dental Research, v. 94, n. 5, p. 650-
658, 2015.

KASZUBA, M. et al. High-concentration zeta potential measurements using
light-scattering techniques. Philosophical Transactions of the Royal Society,
v. 368, p. 4439-4451, 2010.

KAWAKITA, E. R. H. et al. Effect of chitosan dispersion and microparticles on
older Streptococcus mutans biofilms. Molecules, v. 24, n. 9, p. 1-11, 2019.

KONG, M. et al. Antimicrobial properties of chitosan and mode of action: A state
of the art review. International Journal of Food Microbiology, v. 144, p. 51-
63, 2010.

LEMOS, J. A. et al. The Biology of Streptococcus mutans . Microbiology
Spectrum, v. 7, n. 1, p. GPP3-0051, 2018.

MACHIULSKIENE V, et al. Terminology of dental caries and dental caries
management: consensus report of a workshop organized by ORCA and
cariology research group of IADR. Caries Research, v. 54, n. 1, p.7-14. doi:
10.1159/000503309

MAGALHAES, T. C. et al. Antibacterial effect of chitosan against Streptococcus
mutans: An alternative for mouthrinse on dental caries control and prevention?
Revista Brasileira de Odontologia, v. 78, p. e1897, 2021a.

MAGALHAES, T. C. et al. Synthesis of a chitosan nanoparticle suspension and
its protective effects against enamel demineralization after an in vitro cariogenic
challenge. Journal of Applied Oral Science, v. 29, p. €20210120, 2021b.

MARINHO, V. C. C. et al. Fluoride mouthrinses for preventing dental caries in
children and adolescents. Cochrane Database of Systematic Reviews, v. 7,



51

n. 7, p. CD002284, 2016.

MASKE, T. T. et al. In vitro biofilm models to study dental caries: a systematic
review. Biofouling, v. 33, n. 8, p. 661-675, 2017.

MATOS, B. N. et al. Chitosan nanoparticles loading oxaliplatin as a
mucoadhesive topical treatment of oral tumors: lontophoresis further enhances
drug delivery ex vivo. International Journal of Biological Macromolecules, v.
154, p. 1265-1275, 2020.

MAURICIO-SANCHEZ, R. A. et al. FTIR spectroscopy studies on the
spontaneous neutralization of chitosan acetate films by moisture conditioning.
Vibrational Spectroscopy, v. 94, p. 1-6, 2018.

MOHD SAID, S. N. B.; EKAMBARAM, M.; YIU, C. K. Y. Effect of different
fluoride varnishes on remineralization of artificial enamel carious lesions.
International Journal of Paediatric Dentistry, v. 27, n. 3, p. 163-173, 2017.

MOI, G. P.; TENUTA, L. M. A.; CURY, J. A. Anticaries potential of a fluoride
mouthrinse evaluated in vitro by validated protocols. Brazilian Dental Journal,
v. 19, n. 2, p. 91-96, 2008.

NEILANDS, J. et al. Chitosan nanoparticles affect the acid tolerance response
in adhered cells of Streptococcus mutans. Caries Research, v. 45, n. 6, p.
501-505, 2011.

NGUYEN, S. et al. Fluoride loaded polymeric nanoparticles for dental delivery.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 104, p. 326-334, 2017.

PARKINSON, C. R. et al. A randomised clinical evaluation of a fluoride
mouthrinse and dentifrice in an in situ caries model. Journal of Dentistry, v.
70, p. 59-66, 2018.

PERES, M. A. et al. Oral diseases: a global public health challenge. Lancet , v.
394, p. 249-60, 2019.

SADAGHIANI, L.; WILSON, M. A.; WILSON, N. H. F. Effect of selected
mouthwashes on the surface roughness of resin modified glass-ionomer
restorative materials. Dental Materials, v. 23, n. 3, p. 325-334, 2007.

SILVA, H. S. R. C.; DOS SANTOS, K. S. C. R.; FERREIRA, E. I. Chitosan:
hydrossoluble derivatives, pharmaceutical applications and recent advances.
Quimica Nova, v. 29, n. 4, 776-785, 2006.

SREEKUMAR, S. et al. Parameters influencing the size of chitosan-TPP nano-
and microparticles. Scientific Reports, v. 8, n. 1, p. 1-11, 2018.



52

SUN, F. C. et al. Impact of an anticaries mouthrinse on in vitro remineralization
and microbial control. International Journal of Dentistry, v. 2014, 2014.

THE AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRIC DENTISTRY. Guideline on caries
risk assessment and management for infants, children, and adolescents.
American Academy of Pediatric Dentistry, v.38, n.6, p.142-149, 2016.

THURNHEER, T.; BELIBASAKIS, G. N. Effect of sodium fluoride on oral biofilm
microbiota and enamel demineralization. Archives of Oral Biology, v. 89, p.
77-83, 2018.

TINANOFF, N. et al. Early childhood caries epidemiology, aetiology, risk
assessment, societal burden, management, education, and policy: Global
perspective. International Journal of Paediatric Dentistry, v. 29, p. 238-248,
2019.

VARONI, E. et al. Chlorhexidine (CHX) in dentistry: State of the art. Minerva
stomatologica, v. 24, p. 1808, 2012.

ZERO, D. T. In situ caries models.Advances in dental research, 1995.

ZHANG, J. et al. In-vitro subsurface remineralisation of artificial enamel white
spot lesions pre-treated with chitosan. Dental Materials, v. 34, n. 8, p. 1154-
1167, 2018.

ZHANG, J. et al. Chitosan-bioglass complexes promote subsurface
remineralisation of incipient human carious enamel lesions. Journal of
Dentistry, v. 84, p. 67-75, 2019.



ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UFJF - UNIVERSIDADE
@Q seiins: ufjf FEDERAL DE JUIZ DE FORA - me
MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito in vitro de nanoparticulas de quitosana na formacao do biofiime de
Streptococcus mutans e no esmalte dentario apos desafio cariogénico.

Pesquisador: Fabiola Galbiatti de Carvalho Carlo

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 64959517.3.0000.5147

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFJF

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.998.589

Apresentacéo do Projeto:
Apresentacao do projeto esta clara, detalhada de forma objetiva, descreve as bases cientificas que

justificam o estudo, de acordo com as atribuicoes definidas na Resolugao CNS 466/12 de 2012.

Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo da pesquisa esta bem delineado, apresenta clareza e compatibilidade com a proposta, tendo
adequacdo da metodologia aos objetivos pretendido, de acordo com as atribuicdes definidas na Norma
Operacional CNS 001 de 2013, item 3.4.1 - 4.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos que o projeto apresenta estao caracterizados e adequadamente descritos,considerando que os
individuos nao sofrerdo qualquer dano ou sofrerdao prejuizo pela participagcdo ou pela negacao de
participagao na pesquisa e beneficios esperados.

Comentéarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto estda bem estruturado, apresenta o tipo de estudo, nimero de participantes, critério de inclusao e
exclusao, forma de recrutamento. As referencias bibliograficas sao atuais, sustentam os objetivos do estudo
e seguem uma normatizagao. O cronograma mostra as diversas etapas da pesquisa,além de mostra que a

coleta de dados ocorrera apés aprovacao do projeto pelo CEP.
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Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

JUIZ DE FORA, 04 de Abril de 2017

Assinado por:
Vénia Lucia Silva

(Coordenador)
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