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SINTESE, CARACTERIZAGAO E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PARTICULAS DE
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1. INTRODU(}AO
O microbioma oral € composto por bactérias, fungos, virus e protozoarios que coexistem em simbiose com

o hospedeiro, podendo estar presentes na saliva ou aderidos como biofilme (Samaranayake et al., 2017; Pedersen
e Belstron, 2019; Mosaddad et al., 2019). Alteragdes ambientais e interagbes microbianas influenciam sua
composicao e podem desencadear doengas como carie dentaria, gengivite e infecgbes sistémicas (Ogunrinola et
al., 2020; Sedghi et al., 2021; Radaic e Kapila, 2021).

A carie dentaria é uma infeccdo multifatorial associada ao biofime e a ingestdo de carboidratos
fermentéveis, que promove acidificacdo e desmineralizacdo do esmalte dentario (Karched et al., 2019; Cury;
Tenuta, 2009; Lamont, 2018; Balhaddad et al., 2019). Trata-se de um desafio clinico e de saude publica devido a
sua alta prevaléncia, baixo indice de tratamento e reincidéncia (Cheng et al., 2022).

Para combaté-la, empregam-se estratégias como higiene oral, agentes remineralizantes e antimicrobianos
(Baehni et al., 2003). Dentre os materiais promissores estédo as particulas de fosfato dicalcico dihidratado (DCPD),
que liberam ions Ca e PO4 e atuam na remineralizagédo profunda do esmalte, sendo biocompativeis e utilizadas
tanto para reparo 6sseo quanto para prevencgao de caries (Langhorst et al., 2009; Pinto et al., 2018; Mok et al.,
2021; ltaliano, 2023). Além disso, essas particulas podem funcionar como carreadoras de antimicrobianos (Epple
et al., 2010; Mancini et al., 2022). A clorexidina (CHX) tem sido amplamente empregada, porém apresenta efeitos
adversos e risco de resisténcia microbiana (Qiu et al., 2020; Baehni & Takeuchi, 2003; Graciano e Roméo, 2020),
exigindo novas alternativas com melhor perfil de seguranca e eficacia.

A polihexanida biguanida (PHMB), com amplo espectro antimicrobiano e baixa toxicidade, destaca-se
como alternativa a CHX, atuando sobre a membrana bacteriana e o DNA (Carmona-Ribeiro et al., 2013; Sowlati-
Hashjin et al., 2020; Kaehn, 2010). Ja é aplicada na medicina, como em infecgbes cutaneas, oftalmoldgicas e
cervicais (Babalska et al., 2021; Gentil et al., 2012; Dietrich et al., 2023; Melo et al., 2019; Alvarenga et al., 2000).

Apesar de promissora, a incorporagao direta do farmaco em materiais restauradores é limitada devido a
incompatibilidade quimica, podendo comprometer as propriedades do material restaurador (Llorens et al., 2015;

De Paula et al., 2011). Assim, a incorporagdo em particulas de liberagdo sustentada é uma alternativa viavel, ja
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que a DCPD apresenta vantagens como indice de refragcdo compativel com a matriz resinosas, boa solubilidade,
facilidade de sintese e baixo custo (Braga, 2019).

Esse projeto teve como objetivo sintetizar e caracterizar particulas de DCPD incorporadas com PHMB,
visando seu isso como material antimicrobiano e remineralizante em odontologia. Visando o desenvolvimento de
um material com potencial de aplicagdo odontolégica, além de ser um material com propriedades favoraveis, pela
compatibilidade com matrizes resinosas, alta solubilidade e facilidade de sintese.

2. METODOLOGIA

21. Sintese das Particulas
A sintese das particulas de fosfato dicalcico dihidratado (DCPD) foi realizada de acordo com Silva (2023).

Na qual foram adicionadas uma solugdo de fosfato de amoénio, (NH4)2HPO4 e de nitrato de calcio,
Ca(NO3)2x4H20, simultaneamente com bomba peristaltica (10 mL/min), mantendo a agitagdo por 15 min apés
mistura. A purificagao incluiu a filtragao a vacuo, cinco lavagens com agua deionizada e trés com etanol. A secagem
foi feita em dessecador a vacuo. Para incorporagao do PHMB, a mistura foi agitada por 48 h, decantada, e o
sobrenadante filtrado para quantificagao. O restante foi seco em dessecador para obtengéo de p6 por 72h.

2.2, Analise Microbiologica
Foram utilizados os seguintes microrganismos: aerébios facultativos Streptococcus mutans (UA 159),

Streptococcus oralis (ATCC 10556), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus salivarius (ATCC 10556) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212); e anaerdbios obrigatérios Fusobacterium nucleatum (ATCC 51190),
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e Prevotella intermedia (ATCC 49046). A concentragéo inibitéria minima
(CIM) foi determinada por meio do método de diluicdo seriada em placas de 96 pogos, seguindo o protocolo
estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007 e 2012). As placas foram incubadas em
estufa com atmosfera contendo 10% de CO, por 24 horas para os microrganismos aerébios facultativos, e em
camara de anaerobiose para os microrganismos anaerébios. Os tempos de incubagéo dos anaerdbios foram: P.
intermedia, 48 horas; F. nucleatum, 72 horas; e P. gingivalis, 4 dias. Para a determinagdo da concentragéo
bactericida minima (CBM), 5 uL de cada pogo foram cultivados em meio &gar por 24 horas (aerdbios facultativos)
ou 48 horas (anaerdbios). No caso de P. gingivalis, a incubacéo foi estendida por 7 dias.
2.3. Caracterizagdo das Particulas
2.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia Dispersiva de
Raios-X (EDX).

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV) foi utilizada para a caracterizacdo morfoldgica das
particulas, com imagens obtidas em diferentes ampliagdes (500%, 1000x e 3000x), a fim de evidenciar com maior
precisdo a morfologia do material. A andlise por espectroscopia de dispersao de energia (EDX) foi empregada
para determinar a composi¢cao elementar da superficie das amostras, expressa em percentual de area (Shibasaki
etal., 2021).

2.3.2. Espalhamento de Luz a Laser

Utilizado para mensurar por meio de espalhamento de luz a laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments
Ltd., Malvern, Reino Unido) o tamanho e distribui¢cdo das particulas. Na quais foram suspensas em isopropanol,
mantidas em ultrassom por 10 min e introduzidas no equipamento. As distribuicbes dos tamanhos das particulas
foram calculadas a partir da medi¢éo da variagado angular na intensidade da luz @ medida que um feixe de laser
ira interagir com as particulas em suspenséo.

2.3.3. Andlise termogravimétrica (TGA)
O perfil de decomposigéo dos componentes das particulas foi investigado pela TGA (TGA/DSC1, Mettler

Toledo, Schwerzenbach, Suiga). Para isto, aproximadamente 10 g da amostra foi aquecida na faixa de
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temperatura entre 25 e 600 °C e taxa de aquecimento de 10 °C/min-'. A partir da curva TGA, foi determinada a
temperatura maxima de desintegragao.
24, Quantificagao do PHMB por UV/Vis
O perfil de decomposicdo dos componentes das particulas sera investigado pela TGA (TGA/DSC1,
Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suica). Para isto, aproximadamente 10 g da amostra foi aquecida na faixa de
temperatura entre 25 e 600 °C e taxa de aquecimento de 10 °C/min-'. A partir da curva TGA, foi determinada a
temperatura maxima de desintegragao.
2.5, Analise Estatistica
Sera utilizado o software GraphPad Prism 9. A Normalidade sera testada por Shapiro-Wilk.
ANOVA/Tukey-Bonferroni para dados paramétricos e Kruskal-Wallis/Dunn para nao-paramétricos. Significancia
adotada: 5%.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Trabalhos prévios envolvendo sinteses de particulas DCPD, e DCPD amorfo, carregadas com clorexidina
demonstraram resultados promissores (Silva, 2023), sendo capazes de inibir o crescimento de Streptococcus
mutans (Yang et al., 2021). Para Silva (2021), a escolha pelas particulas DCPD em detrimento as amorfas deveu-
se a sua maior solubilidade, fator que favorece uma liberagdo mais eficiente do farmaco. No presente estudo,
diferentemente do trabalho citato, todas as amostras de particulas DCPD carregadas com PHMB obtiveram éxito
na incorporacgao e foram efetivas na atividade antimicrobiana, com excecao de Provotella.intermedia, na qual a
inibicdo néo foi observada com a concentragéo de 5% do farmaco.
3.1. Analise Microbiologica
Os resultados obtidos foram descritos abaixo no Quadro 1, medidos em (pg /mL). Sendo valido destacar
que em todos os experimentos as particulas DCPD foram utilizadas como controle da particula de o farmaco PHMB,
e em nenhum experimento, a particula DCPD inibiu o crescimento bacteriano. As diluigdes foram preparadas a
partir de uma solucdo-mde de PHMB com concentracdo de 20%. apds testes preliminares, determinou-se a
concentracdo de 5% como a mais adequada para os experimentos microbioldgicos. A faixa de concentracéo
utilizada nessa pesquisa foi de 50.000 ng /mL a 24,41 pg /mL.
As amostras testadas apresentaram atividade antimicrobiana contra S. mutans. com valores de CIM de
781,25 pg /mL e CBM de 3.125 pg /mL; S.oralis apresentou CIM e CBM de 12.500 ug /mL; S. mitis CIM e CBM de
1.562,50 pg /mL; S.salivarius e P. gingivalis, apresentaram CIM e CBM igual a 12.500 png /mL E. faecalis CIM
igual a 3.125 ug /mL e CBM de 12.500 pg /mL, e F.nucleatum CIM variou entre 1.562,50 ug /mL e 3.125 ug/mL e
CBM de 6.250 pg /mL. O unico microrganismo que ndo a apresentou atividade antimicrobiana foi P.intermedia, que
cresceu em todos os pocos testados (representado por um hifen na tabela).
Tabela1 — Resultados de Concentragao Inibitéria Minima e Concentragdo Bactericida Minima para microrganismos aerobios

facultativos

Streptococcus Streptococcus oralis | Streprococcus mitis Streptococcus Enterococcus
mutans (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) salivarius (pg/mL) faecalis (png/mL)
CiM CBM CIM CBM CIM CBM CiM CBM CIM CBM

781,25 3.125 12.500 12.500 | 1.562,50 | 1.562,50 | 12.500 | 12.500 3.125 12.500

Fonte: dados da pesquisa

Tabela2 — Resultados de Concentragao Inibitoria Minima e Concentragéo Bactericida Minima para microrganismos anaerobios

Porphyromonas Prevotella intermedia Fusobacterium
gingivalis (ng/mL) (pg/mL) nucleatum (pg/mL)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
12.500 12.500 - - 3.125 6.250

Fonte: dados da pesquisa
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3.2, Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X
(EDX).

A partir das imagens obtidas pela analise por microscopia eletrénica de varredura, nos aumentos de 500x,
1000x e 3000x, foi possivel observar que as particulas DCPD apresentavam maior aglomeracao, e superficie
mais lisa, em comparacao as amostras de DCPD-PHMB, as quais exibiram distribuicado mais dispersiva e textura
mais rugosa em sua superficie. Essas caracteristicas morfologicas sugerem a incorporagdo do farmaco a
particula. Para a analise de espectroscopia de dispersdo de energia, foram analisados trés sitios distintos, foram
identificados os elementos carbono, oxigénio, fésforo e calcio, sendo estes ultimos dois, os mais abundantes,
conforme o esperado. A Imagem 2 ilustra os sitios analisados a 500x de aumento, bem como os perfis quimicos
obtidos nas amostras.

Imagem 1 — Imagem das particulas obtidas através do Microscopio Eletronico de Varredura em aumentos de 500,

1000 e 3000 vezes, com analise quimica dos elementos através Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X

Andlise Quimica

Ji
ST

Para a analise do tamanha das particulas por espalhamento de luz a laser, foi preparada uma suspenséao

500x 1000x 3000x

DCPD DCPD

DCPD-PHMB | DCPD-PHMB

Fonte: da autora

3.3. Espalhamento de Luz a Laser

da particula DCPD-PHMB em alcool isopropilico, submetido a sonicagao por 10 minutos. Foram analisadas trés
amostras, na qual uma era o controle de DCPD e duas amostras contendo o PHMB, identificadas DCPD-PHMB-B
e DCPD-PHMB-C provenientes de dois lotes distintos. Os resultados revelaram que a média do diametro
correspondente ao D50 (valor no qual 50% das particulas sdo menores) foi de 20,74 ym (+2,82), enquanto o D10
apresentou média de 4,66 um (+0,66) e o D90, 44,96 um (x12,17). Com base nesses valores, observa-se que
todas as amostras apresentaram distribuigdo dentro da faixa de microparticulas, com variagdes esperadas entre
os lotes, mas sem alteragdes significativas na faixa de distribui¢ao.
Andlise termogravimétrica (TGA)
Foram analisadas trés amostras por termogravimetria, sendo elas DCPD e DCPD-PHMB, a 600°C. Para
a DCPD a decomposigéo térmica ocorreu entre 450 °C e 500°C, resultando em um residuo final de 93,61%, o
que indica uma degradagédo de apenas 6,49% do material. Ja a amostra de DCPD-PHMB, apresentou dois
eventos de decomposigdo distintos. O primeiro entre 180°C e 200°C e o segundo entre 450 °C e 500°C. Tal
comportamento pode ser atribuido a degradagéo térmica do farmaco (PHMB), entorno dos 200°C, seguida da
decomposi¢do da matriz inorganica acima de 450°C. Nesse caso, o residuo foi de 82,99%, indicando uma perda

de massa total de 17,01%.

3.4. Quantificagao do PHMB por UV/Vis
Para andlise por espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel, foram utilizados 10 mL do
sobrenadante das amostras de DCPD-PHMB, previamente filtrados em filtros de 45 um, para a quantificagdo do
farmaco remanescente. A curva de calibracao foi construida a partir de uma solugdo de PHMB a 5%. Foi necessaria
adiluicdo de 27.000 vezes para o comprimento de onda de 235nm. Ja os sobrenadantes foram diluidos em 100.000

vezes para adequacao a faixa de leitura.
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Trés amostras foram analisadas, sendo elas DCPD-PHMB-A (armazenada por 5 meses), DCPD-PHMB-B
(armazenada por 30 dias) e DCPD-PHMB-C (coletada no mesmo dia da analise). Para as amostras B e C, a
variagdo entre os valores foi discreta. A concentragdo média de PHMB no sobrenadante da amostra B foi de
4,266%, enquanto da amostra C, foi de 3,83%. Com base nesses resultados, estimou-se que na amostra que foi
colhida no dia, teve 1,17% do farmaco incorporado na particula, comprovando sua incorporagao. Entretanto,
observou-se que na amostra A e B, a presencga de particulas nao totalmente filtradas pode ter promovido liberagéo
residual de PHMB, resultando em um teor mais elevado de farmaco na solugdo, e consequentemente

comprometendo a precisao dos resultados dessas amostras.

4, CONCLUSOES
Os resultados deste estudo demonstram que particulas de DCPD incorporadas a PHMB foram sintetizadas
e caracterizadas com sucesso, apresentando potencial como material bioativo com agao antimicrobiana. As
analises confirmaram a incorporacao do farmaco, sua liberagao controlada e atividade contra microrganismos orais.
Esses achados reforgam a viabilidade do uso de particulas inorganicas como estratégia promissora para prevenir

o biofilme oral, unindo agéo remineralizante e efeito antimicrobiano de amplo espectro
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