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Resumo:

O acido anacardico, obtido a partir das cascas da castanha de caju (Anacardium occidentale L)
apresenta comprovada atividade antibacteriana. O presente trabalho objetivou avaliar o potencial e a
funcionalidade de nanoparticulas poliméricas carregadas com acido anacardico. Os nanocarreadores foram
caracterizados em termos de tamanho, potencial zeta e pH, e submetidos a solu¢gbes simulando o entorno
biolégico da cavidade oral. Avaliou-se ainda a sua atividade antienzimatica, antioxidante, Substantividade em
esmalte dentario e atividade antimicrobiana frente a Streptococcus mutans. As nanoparticulas desenvolvidas
ap6s uma Unica aplicagdo em blocos de esmalte dentério bonvino apresentaram substantividade quando
submetidas a um fluxo salivar simulado, além de inibir completamente a formag¢&o do biofilme cariogénico de
Streptococcus mutans durante 5 dias. Mantiveram-se estaveis e ativas em doses minimas, representando um
grande potencial na prevencéo e tratamento da cérie dentaria.
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Introducéo:

O acido anacardico é um composto isolado do liquido das cascas da castanha de caju (Anacardium
occidentale) que apresenta diferentes atividades biolégicas j& comprovadas, tais como anti-inflamatéria
(MAMIDYALA et al.,2013), larvicida (OLIVEIRA et al, 2011), antioxidante (OLIVEIRA et al.,, 2011) e
antibacteriana (HAMAD; MUBOFU, 2015), apresentando melhores resultados frente as bactérias Gram-
positivas, a exemplo do Streptococcus mutans, principal microrganismo relacionado a formacgéo do biofilme
cariogénico (LIMA et al., 2000; MELO JUNIOR et al., 2015).

Dentre as patologias de cavidade oral, a carie é a mais comum, acometendo, criangas, jovens, adultos
e idosos (ALLAKER; DOUGLAS, 2015). Esta associada a uma higiene pessoal precaria e a habitos alimentares
inadequados (GARBIN et al., 2015). A presenca de bactérias com propriedades acidogénicas e aciduricas, na
superficie do esmalte dentario permite a formacdo de acidos que diminuem o pH e provocam a sua
desmineralizacdo (SOUSA et al., 2014; YANG et al., 2016).

O uso de agentes antibacterianos in situ representa uma alternativa valiosa para aperfeicoar o
tratamento cariogénico. Nos Ultimos anos tem se buscado novos métodos de profilaxia e tratamento, mais
custo-efetivos e com menos efeitos adversos do que os agentes utilizados atualmente frente as bactérias
presentes na carie e em suas derivacdes. Tais estratégias vém sendo associadas aos mais modernos avangos
tecnolégicos, dentre os quais se destaca a nanotecnologia (LAKADE; SHAH; SHIROL, 2014; ALLAKER;
DOUGLAS, 2015). O agente antisséptico padrao-ouro para uso Odontolégico € o digluconato de clorexidina,
gue apesar da sua efetividade, apresenta algumas desvantagens, como o0 enfraguecimento ésseo, 0
manchamento das estruturas dentéarias, desnaturacédo das papilas gustativas, tendo sido inclusive relacionado a
alteracdes genotoxicas no epitélio bucal (LAKADE; SHAH; SHIROL, 2014; PEGORARO et al., 2014).

Em estudos anteriores realizados dentro do nosso grupo de pesquisa foram desenvolvidas
nanoparticulas poliméricas carregadas com o acido anacardico, as quais apresentaram resultados bastante
promissores. Neste sentido, buscou-se aprimorar estes achados, avaliando os aspectos biofarmacéuticos
inerentes ao seu uso como agente profilatico no tratamento da carie dentéria.

Metodologia:

As nanoparticulas a base de zeina foram previamente desenvolvidas e caracterizadas, sendo
denominadas: nanoparticulas poliméricas carregadas com acido anacardico (NanoAa) (9,375 pg/mL,
nanoparticulas brancas desprovidas de farmaco (NanoBi), dispersdo do polimero no veiculo (NanoBz). As
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formulacbes foram imersas em saliva artificial (solu¢cdes desmineralizadora (pH 4,5) — simulando a saliva
durante a alimentacédo, remineralizadora (pH 7,0) — simulando a saliva pds-prandial) e agua (pH 5,4) (controle)
na proporcao 1:10 com o intuito de verificar a sua estabilidade frente as mudancas de pH préprias da cavidade
oral, sendo analisadas as alteragcbes no tamanho de particula, potencial zeta, indice de polidispersao
(Zetasizer® Nano-ZS, Malvern Instruments) e pH (pHmetro digital Bante930 Benchtop pH/ORP/lon Meter).

O acido anacardico e as nanoparticulas foram submetidos a testes in vitro com o intuito de se avaliar
os seus efeitos bioldgicos. Primeiro avaliou-se a sua capacidade inibitéria das enzimas colagenase e elastase,
conforme a metodologia utilizada por Thring et al. (2009). Na determinacéo da atividade anti-colagenase (A=335
nm) e elastase (A=381 nm) foi utilizado o kit adquirido da Abcam ® (EUA). A atividade antioxidante de ambos
foi determinada através do monitoramento do consumo do radical livre de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
(Sigma-Aldrich). As amostras foram adicionadas ao DPPH (40 pug/mL) (CHAVES et al, 2010) na propor¢éo de
1:10. A andlise foi avaliada pelo decréscimo das absorbancias medidas no comprimento de onda de A=516 nm
em espectrofotdmetro UV-Vis (Biospectro - Modelo SP22).

A atividade antibacteriana da nanoparticulas polimérica (NanoAa, NanoB1 e NanoB:), digluconato de
clorexidina a 0,12% (CHX) e etanol a 35% como controles positivo e negativo, respectivamente, foi obtida
através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) (NCCLS, 2006), e a posteriori através do modelo de formacao do biofilme de Streptococcus mutans
UA159 (ATCC 700610) in vitro, baseado na metodologia de Duarte (2006). As UFC foram transformadas em
logio UFC para reduzir a heterogeneidade de variancia, conforme descrito por Lima (2014).

Por dltimo, foi avaliada a substantividade das nanoparticulas em blocos de esmalte dentério bovino
(4x4x3 mm) com o auxilio de um microscopio de forca atbmica (AFM) (Nanosurf, modelo EasyScan 2
FlexAFM). Os blocos foram analisados superficialmente, antes e ap6s o contato com as nanoparticulas e em
seguida apds imersdo em agua e em saliva humana durante 7 dias, determinando a sua capacidade adsortiva
em funcdo do tempo.

Os dados referentes a cada ensaio foram expressos sob a forma de média aritmética + desvio padrao.
Foram submetidos ao teste de normalidade e variancia (ANOVA) e em seguida comparados aos pares através
do teste de Tukey (com nivel de significancia de 5%). Foi utilizado o software Prism 5.0 para realizacdo das
andlises.

Resultados e Discussao:

As nanopatrticulas poliméricas de zeina carregadas com acido anacérdico integras apresentam pH 4,4
e apoés imersao nas solugdes desmineralizante e remineralizante apresentaram pH 4,5 e 6,5, respectivamente.

A polidispersdo das nanoparticulas sofreu aumento consideravel apds o seu contato com a solugéo
remineralizante, notado pela quebra ou aglomeracdo do sistema; sendo por outro lado pouco alterada no
contato com a solucdo desmineralizante e agua. Neste sentido, a partir da modificacdo programada do pH o
sistema poderia ser desfeito e retirado da superficie dentéria, 0 que aponta uma ligacéo reversivel decorrente
da sua aderéncia. O potencial zeta de todas as nanoparticulas foi alterado, porém diferente dos seus pares, a
NanoAa ndo apresentou inversdo de cargas, o que lhe confere uma maior estabilidade. Segundo Zhang et al.
(2011), ao entrar em contato com o0 meio acido a zeina tende a formar particulas maiores. Como pode ser
observado, em meio 4cido ocorreu uma pequena alteragdo no pH, o que acarretou poucas alteracdes nas
nanoparticulas, inclusive notado pela manutencdo do potencial zeta negativo.

A estabilidade das NanoAa em pH é &cido, a exemplo da solugcdo desmineralizante (pH 4,5) e agua (pH
5,4) poderia fornecer prote¢cdo ao esmalte dentério sob o ponto de vista mecénico, considerando a adsor¢ao
das mesmas ao esmalte, (GREEN et al., 2008; SOUSA et al., 2014; YANG et al., 2016), associada ainda ao
efeito antimicrobiano excepcional proveniente do acido anacérdico.

Uma inibicdo moderada das enzimas colagenase e elastase pelo &cido anacérdico foi observada,
comparativamente ao padrdo utilizado (acido elagico). Segundo Thring et al., (2009), valores de inibigdo entre
20 a 40 % séao considerados moderados para ambas as enzimas. O efeito observado frente a estas enzimas é
importante no que tange a preservagao e/ou regeneracdo dos tecidos conjuntivos constituintes da mucosa oral
e do tecido periodontal adjacente aos biofilmes bacterianos relacionados as céaries dentarias, reforcando o seu
papel na terapéutica.

As nanoparticulas de 4cido anacardico (NanoAx) apresentaram concentracéo de inibicdo 50% (ICso) de
18,78 + 2,15 ug.ml%, pelo menos 3 vezes inferior ao acido anacardico isolado (50 + 0,88 ug.mlt), demonstrando
gue a incorporacdo deste bioativo ao nanocarreador melhorou sobremaneira a sua atividade antioxidante
(p<0,001). Morais et al. (2017) avaliaram a atividade antioxidante dos acidos anacéardicos (Cis:3, Cis:2, Ci15:1) nas
concentracdes de 10 a 1 ppm e demonstraram que h& diferenca nos valores de ICso de acordo com as
insaturacdes da cadeia aciclica, sendo o &cido anacardico Cis:3 0 que possui melhor atividade antioxidante 1Cso
810 £ 130 ug/ml, resultado este inferior ao que foi obtido no presente estudo.

Foi verificado ainda que a propria dispersdo da proteina zeina no veiculo das nanoformulacbes
(NanoB2) apresentou uma elevada atividade antioxidante, o que certamente potencializou o efeito do acido
anacardico apoés a sua encapsulagdo no nanocarreador.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a Streptococcus mutans a NanoAa apresentou tanto
CIM e CBM de 0,36 pg.mlt, NanoB: com CIM de 89,25 pg.ml* e CBM de 178,5 pg.ml! e a CHX com CIM e
CBM de 40 pug.mlt. Portanto, as NanoAa nas condi¢des ensaidas demonstrou ser ao menos 100 vezes mais
potente frente ao S. mutans que o digluconato de clorexidina, agente antisséptico mais utilizado nos
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tratamentos odontoldgicos (PINHEIRO, 2012). No ensaio de formagdo do biofilme de S. mutans in vitro
constatou-se que as NanoAa foram capazes de inibir a formacao inicial do biofilme bacteriano de modo
semelhante ao grupo tratado com a CHX a 0,12%. As nanoparticulas controles (NanoB1 e NanoB2) ndo foram
capazes de inibir o crescimento do biofilme bacteriano, ndo apresentando ainda qualquer diferenca estatistica
entre elas, NanoB: (6,39+0,13) e NanoB: (6,72+0,11) (p>0,05).

A formulacdo NanoAa apresentou resultados promissores quanto a sua adsorgcdo na superficie de
esmalte dentario bovino. Ap6s um contato de apenas 30 segundos com a formulacéo foi possivel observar o
aumento da rugosidade na superficie do bloco. A avaliacdo da aderéncia das nanoparticulas poliméricas
carregadas com acido anacardico em fungdo do tempo, evidenciou que as mesmas foram liberadas de modo
gradativo, quando mantidas em contato com saliva humana sob agitagdo ao longo de 7 dias. Ao se comparar a
dltima leitura (168h) e o esmalte dentario bovino antes do contato com a formulagdo, observou-se a
similaridade em termos de rugosidade e topografia (p>0,05) indicando que as nanoparticulas teriam sido quase
totalmente liberadas da superficie do bloco ao longo do periodo de avaliagdo, demonstrando a sua
substantividade reversivel neste substrato, o que respaldaria 0 ndo comprometimento estético do esmalte
dentario. De modo contrario, as nanoparticulas controle (NanoB:1 e NanoB:) foram rapidamente desassociadas,
nao permanecendo aderidas ao substrato dentario, reforcando o papel do acido anacardico na substantividade
das nanoparticulas.

Conclusdes:

antielastase) e ainda mais expressivos quanto a sua atividade antioxidante, sendo notério o incremento desta
apos a sua incorporacdo as nanoparticulas poliméricas. As nanoparticulas carregadas com &cido anacardico
apresentaram substantividade apropriada e reversivel na superficie do esmalte dentério, permitindo a sua
permanéncia por até 7 dias, atividade bactericida e bacteriostatica em concentracdes extremamente baixas e
poténcia ao menos 100 vezes superior ao digluconato de clorexidina a 0,12%, além da capacidade de impedir a
formacao do biofilme cariogénico de Streptococcus mutans em um modelo in situ, de modo semelhante ao
diglucontato de clorexidina, padréo ouro para a antissepsia da cavidade oral. As nanoparticulas desenvolvidas
resistiram ainda a condicdo acida, semelhante ao encontrado na cavidade oral apés a ingesta de alimentos,
guando a proliferacdo e o metabolismo bacterianos encontram-se mais ativos, € momento mais oportuno para
0 seu controle. Portanto, agiriam mecénica e biologicamente frente & desmineralizacdo decorrente do
metabolismo bacteriano, preservando ainda o elemento estético e o contetdo mineral do esmalte, uma vez que
a sua associacdo com a hidroxiapatita ndo é permanente, o que, por conseguinte levaria ao enfraquecimento
dentario, contrariamente ao que ocorre com a clorexidina. O &cido anacérdico a partir do seu beneficiamento
nanotecnolégico logrou prevenir a deposicéo, aderéncia e proliferacdo bacteriana, mecanismos primordiais na
casuistica da céarie dentéria, podendo ser ensaiadas como potencial alternativa na profilaxia e tratamento da
carie dentaria.
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