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RESUMO

A doencga periodontal € uma condigdo em que ocorre a deterioragdo progressiva
dos tecidos moles e duros que compdéem o complexo periodontal. Essa
deterioragdo é resultado de uma interacdo complexa entre comunidades
microbianas disbidticas e respostas imunoldgicas exacerbadas nos tecidos
gengivais e periodontais. No contexto dessa doenga, o biofilme
periodontopatogénico é uma comunidade de microrganismos composta por
diversas géneros e espécies bacterianos, como a Porphyromonas gingivalis e a
Tannerella forsythia. O tratamento para a doenca periodontal muitas vezes
envolve o uso de antibidticos, e, portanto, ha uma necessidade de pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de novos antibioticos capazes de inibir ou
eliminar o biofilme presente. Nesse contexto, o Phtalox® (PHT) surge como um
potencial antimicrobiano. Trata-se de uma ferro-ftalocianina modificada com
grupos carboxila em suas extremidades e ferro no centro, que exibe
propriedades oxidantes, promovendo a geracao continua de oxigénio reativo na
presenca de oxigénio molecular. Neste estudo, foi realizado o teste de
determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) utilizando bactérias
sésseis. Adicionalmente, foi cultivado e tratado um biofilme subgengival de sete
dias composto por 33 espécies bacterianas. A atividade metabdlica e a
composi¢do microbiana do biofilme foram avaliadas por meio da técnica de
hibridizagdo DNA-DNA, conhecida como técnica Checkerboard. Para o teste de
toxicidade e de atividade antimicrobiana in vivo foi utilizado o modelo de Galleria
mellonella, pois € um método reconhecido pela Rede Nacional de Métodos
Alternativos ao Uso de Animais (RENAMA), onde as larvas possuem resposta
imune celular mediada por células fagociticas que podem ser comparadas aos
neutrofilos dos mamiferos. Os resultados obtidos no teste de CIM indicaram que
o PHT né&o apresentou inibicdo frente aos microrganismos testados e nas
condicbes do meétodo. No entanto, o PHT na concentragédo de 10.000 uM
demonstrou eficacia estatisticamente semelhante a Clorexidina 2.374 yM (CLX)
na reducgéo do biofilme multiespécie subgengival in vitro, inibindo o crescimento
de patdégenos-chave da doencga. Os testes de toxicidade in vivo utilizando o
modelo de G. mellonella demonstraram que o produto n&o é téxico, mesmo em
altas dosagens. Além disso, o PHT se mostrou tdo eficaz quando a CLX para a
sobrevivéncia das larvas infectadas com Staphylococcus aureus. Esses
resultados destacam o potencial do Phtalox® como uma alternativa promissora
no combate a doencga periodontal.

Palavras-chave: Checkerboard, biofiime multiespécies; doenga periodontal;
ferro-ftalocianina.



ABSTRACT

Periodontal disease is a condition characterized by progressive deterioration of
the soft and hard tissues that comprise the periodontal complex. This
deterioration is the result of a complex interaction between imbalanced microbial
communities and exacerbated immune responses in the gingival and periodontal
tissues. In the context of this disease, the periodontopathogenic biofilm is a
community of microorganisms composed of various bacterial species, such as
Porphyromonas gingivalis and Tannerella forsythia. Supportive treatment for
periodontal disease often involves the use of antibiotics, thus necessitating
research focused on the development of new antibiotics capable of inhibiting or
eliminating the biofilm. In this context, Phtalox® (PHT) emerges as a potential
antimicrobial agent. It is a modified iron phthalocyanine with carboxyl groups at
its ends and iron at the center, exhibiting oxidizing properties that promote
continuous generation of reactive oxygen in the presence of molecular oxygen.
In this study, the minimum inhibitory concentration (MIC) determination test was
performed using sessile bacteria. Additionally, a seven-day subgingival biofilm
composed of 33 bacterial species was cultivated and treated. The metabolic
activity and microbial composition of the biofilm were evaluated using the DNA-
DNA hybridization technique, known as the Checkerboard technique. The
Galleria mellonella model was used for in vivo toxicity and antimicrobial activity
testing, as it is a method recognized by the National Network of Alternative
Methods to Animal Use (RENAMA), where the larvae possess a cellular immune
response mediated by phagocytic cells that can be compared to mammalian
neutrophils. The results of the MIC test indicated that PHT did not perform well
against the tested microorganisms under the conditions of the method. However,
PHT at a concentration of 10,000 yM demonstrated statistically similar efficacy to
Chlorhexidine 2.374 uM (CLX) in reducing the in vitro subgingival multispecies
biofilm, inhibiting the growth of key disease pathogens. In vivo toxicity tests using
the G. mellonella model demonstrated that the product is not toxic, even at high
dosages. Furthermore, PHT proved to be as effective as CLX in promoting the
survival of larvae infected with Staphylococcus aureus. These results highlight
the potential of Phtalox® as a promising alternative in the fight against periodontal
disease.

Keywords: Checkerboard, multispecies biofilm, periodontal disease, iron
phthalocyanine.
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1 INTRODUGAO GERAL

Biofilmes sdo uma comunidade de microrganismos, crescendo de forma
coordenada, protegidos dentro de uma matriz extracelular de fatores ambientais
externos, do sistema imunolégico do hospedeiro e de antimicrobianos
(ZUPANCIC et al., 2018). Em sistemas biolégicos, as bactérias sao
frequentemente observadas em biofilmes, ao invés das formas plancténicas.
Além disso, estes biofiimes podem ser formados com espécies unicas,
multiespécies ou polimicrobianos (ANJU et al., 2022).

Em um individuo imunocompetente, as bactérias da microbiota fisiolégica
normal existem em equilibrio natural com o hospedeiro. Diferentes fatores, como
tabagismo, diabetes, predisposi¢cdo genética ou ma higiene dental, podem fazer
com que a comunidade bacteriana se torne disbidtica, permitindo que bactérias
potencialmente patogénicas aumentem em numero e causem infecgbes
persistentes, como a doencga periodontal (BLOCH et al., 2019).

A doenga periodontal € caracterizada pela destruicdo progressiva dos
tecidos moles e duros do complexo periodontal, mediada por uma interagao entre
comunidades microbianas disbibticas e respostas imunes exacerbadas nos
tecidos gengivais e periodontais (SEDGHI; BACINO; KAPILA, 2021). Como
forma de tratamento, € recomendado a remogéo fisica do biofilme por raspagem
em conjunto com o uso de agentes antibiéticos como tratamento de suporte,
sendo a clorexidina o mais recomendado atualmente (HAQUE et al., 2022).

Um modelo abrangente de interagdes multiespécies na periodontite foi
definido por Socransky et al. (1998) que, usando sondas de DNA genbémico e
hibridizacdo DNA-DNA (Checkerboard), identificou as espécies que aparecem
de forma mais abundante na doencga e propés a formagao de agrupamentos em
complexos (SEDGHI; BACINO; KAPILA, 2021). Além disso, identificou
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola como
espécies que aumentam a severidade da doenga periodontal, agrupando-as no
“‘complexo vermelho” (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY; HAFFAJEE,
2005). Ao longo dos anos, outros géneros foram sendo associados a periodontite,
como Filifactor, Synergistetes e Peptostreptococcaceae, e Actinomyces

actinomycetemcomitans foi associada a periodontite agressiva (SEDGHI;
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BACINO; KAPILA, 2021).

A clorexidina, apesar de ser considerada padrao ouro para o tratamento
de suporte da doenca periodontal atualmente, possui efeitos adversos devido ao
seu uso prolongado (HAQUE et al., 2022), como pigmentacao dos tecidos moles
e dentes, e alteracdo do paladar (STEFANO et al., 2022). Além disso, a
resisténcia microbiana em bactérias causadoras da doenca periodontal € uma
preocupagao crescente em todo o mundo (RAMS; DEGENER; WINKELHOFF,
2014). Portanto, faz-se necessario a busca por novos compostos
antimicrobianos capazes de atuar no biofilme periodontal.

O Phtalox® é uma ferro-ftalocianina modificada que apresenta carboxilas
em suas extremidades e ferro em seu centro. Este composto pode promover
autoativacao e produgéo continua de oxigénio reativo na presenga de oxigénio
molecular (POLETI et al., 2022). Ha poucos estudos quanto a sua atividade
antimicrobiana, mas os existentes indicam o seu potencial contra Streptococcus
mutans (TEODORO et al., 2020).

O desenvolvimento dos estudos envolvendo o Phtalox® tem como
parceria a empresa TRIALS - Saude Bucal & Tecnologias por meio do edital da
CNPqg n°® 12/2020 - Programa de Mestrado e Doutorado Académico para
Inovagdo MAI/DAI, onde esta molécula derivada de uma ftalocianina possui
patente requerida e esta sob sigilo.

Diante disso, a pesquisa objetivou avaliar a atividade antimicrobiana e a
toxicidade do Phtalox® (Tetracarboxi-ferro-ftalocianina) em modelos in vitro e in
vivo de Galleria mellonella. Com esses estudos, espera-se contribuir para o
desenvolvimento de um novo composto antimicrobiano para auxiliar no

tratamento de suporte da doenga periodontal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenga periodontal se refere a disturbios inflamatérios comuns
conhecidos como gengivite e periodontite, que s&o causados por uma microbiota
patogénica no biofilme subgengival (PAPAPANOU et al., 2018). Esses
microrganismos desencadeiam respostas imunes inatas, inflamatérias e
adaptativas (SILVA et al., 2015). Por isso, a doenga é caracterizada pela
destruicdo progressiva dos tecidos do aparelho de suporte dentario
(FIGUEIREDO et al., 2022).

Essa patologia afeta cerca de 20 a 50% das pessoas em todo o mundo, e
estima-se que a sua prevaléncia aumente no futuro, sobretudo devido ao
envelhecimento da populacdo em geral (STEFANO et al., 2022). E um grande
problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia, afetando
negativamente a funcdo mastigatoria e estética, resultando desigualdade social
e prejudicando a qualidade de vida (PAPAPANOU et al., 2018).

O tratamento consiste em controlar o numero de microrganismos
periodontopatogénicos para reduzir ou eliminar a inflamagao tecidual
(FIGUEIREDO et al., 2020). O padrao-ouro atualmente é a raspagem e
alisamento radicular, que consiste em um procedimento ndo-cirurgico no qual o
periodontista remove mecanicamente a placa bacteriana abaixo da margem
gengival, desorganizando o biofilme ali presente (FIGUEIREDO et al., 2022).

O uso de enxaguantes bucais é uma das formas de controle quimico dos
biofilmes, onde o mais recomendado atualmente é a clorexidina, por exercer um
efeito bactericida ou bacteriostatico no biofilme periodontal (FIGUEIREDO et al.,
2022). Embora a clorexidina seja um dos agentes antimicrobianos mais eficazes,
seu uso nao isenta o individuo de efeitos colaterais. Os principais efeitos
adversos relatados sao inchago da glandula parétida, pigmentacao dos tecidos
moles orais e dentes, reacdes de hipersensibilidade tipo 1, alteracdo do paladar,
sensacdo de queimacdo, ulceragdo ou erosdes da mucosa oral, sensacao
anestésica transitéria e parestesia (STEFANO et al, 2022; PALKA;
NOWAKOWSKA-TOPOROWSKA; DALEWSKI, 2022).
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Ha um intenso esforco nas pesquisas atuais para encontrar novos
antimicrobianos com capacidade de inibir ou eliminar o biofilme multiespécies
subgengival e que ndo tenha os mesmos efeitos colaterais provocados pela
clorexidina (FIGUEIREDO et al., 2022).

Além disso, observa-se um crescente aumento na prevaléncia de
bactérias orais desenvolvendo resisténcia aos antibiéticos (SEDGHI; BACINO;
KAPILA, 2021). De acordo com a pesquisa de Rams, Degener e Winkelhoff
(2014), realizada com 400 pacientes adultos diagnosticados com periodontite
cronica, constatou-se que 74,2% deles apresentavam bactérias orais resistentes
a pelo menos um dos antibidticos analisados. Esses resultados ressaltam a
necessidade de investigagcdes voltadas para o desenvolvimento de novos

antibidticos, que possam ser empregados no tratamento dessa doenca.

2.1.1 Microrganismos periodontopatogénicos

O microbioma oral € um dos ambientes mais heterogéneos do corpo
humano, pois contém arqueias, bactérias, fungos, virus e protozoarios,
organizados em complexos biofilmes multiestruturais, que estdo em constante
interacdo entre si, com o sistema imunoldégico do hospedeiro e com fatores
externos (PALKA; NOWAKOWSKA-TOPOROWSKA; DALEWSKI, 2022). Os
microrganismos colonizam as superficies duras dos dentes e os tecidos moles
da mucosa oral (STEFANO et al., 2022).

O biofilme periodontopatogénico € uma comunidade complexa de
microrganismos composta por diversas espécies bacterianas, cuja classificagéo
por grupos foi proposta por Socransky et al. (1998), com base na sua viruléncia

e transicao saude-doenga, conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Representagdo do agrupamento por cor do biofilme

periodontopatogénico.
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Actinomyces

species

V. parvula
A. odontolyticus

S. mitis
S. oralis

mb bl C. gracilis G

Streptococcus sp.
S. gordonii

] ] T. forsythia
S.intermedius g ¢ onsteflatus & nodatum Ide"‘?’f‘t”'a

P. gingivalis

E. corrodens
C. gingivalis C. showae
C. sputigena

8. ochracea
A. :gg:(l,s.uas A. actino. b S. noxia

Fonte: Socransky; Haffajee (2005, p. 15).

Legenda: Complexos saudaveis - Azul (Espécies de Actinomyces), Amarelo (Espécies de
Streptococcus); Roxo (Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula) e Verde
(Capnocytophaga, Eikenella e Aggregatibacter actinomycetemcomitans). Complexo transigao
saude-doenga - Laranja (Espécies como C. gracilis, C. rectus, S. constellatus, C. showae, E.
nodatum, R. intermedia e F. nucleatum). Complexo vermelho - Associado a inflamagéo e a
progressao da doenga periodontal (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema

denticola).

Espécies de Actinomyces sao comumente encontradas em individuos
isolados saudaveis (SEDGHI; BACINO; KAPILA, 2021). O complexo amarelo
inclui biofilmes saudaveis, composto por varias espécies do género
Streptococcus spp. (SOCRANSKY et al., 1998). Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii e Streptococcus salivarius sao
colonizadores primarios da cavidade oral saudavel (SEDGHI et al., 2021).

O complexo roxo é composto principalmente por Actinomyces
odontolyticus e Veillonella parvula, que possibilitam posterior colonizagdo por
integrantes do complexo verde, como Capnocytophaga sp., Eikenella sp. e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (SOCRANSKY et al., 1998). Estes
primeiros biofilmes sao considerados saudaveis e nao causam doengas, a

menos que ocorra uma mudanga na composicdao microbiana (MIRANDA et al.,
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2019).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans € uma bactéria gram-negativa
anaerdbia facultativa, comumente encontrada em periodontite agressiva
localizada (HERBERT; NOVINCE; KIRKWOOD, 2016). E considerada um dos
patdgenos chave para a doenca em jovens (MARTINEZ et al., 2022).

Caso ndo sejam interrompidos, os biofiimes saudaveis podem criar
condi¢gbes que favorecem a colonizagcédo de espécies do complexo laranja, que
esta relacionado a transicdo saude-doenca, pois podem favorecer a colonizagéo
por espécies do complexo vermelho (MIRANDA et al., 2019).

As bactérias do complexo vermelho sdo Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola, sendo consideradas os principais
patdogenos da doenga periodontal, pois geralmente aparecem juntas e estao
relacionadas ao aumento da gravidade da doenga (SOCRANSKY et al., 1998).
Podem causar uma resposta inflamatéria exacerbada que leva a destruicao
tecidual (FIGUEIREDO et al., 2020). Sdo comumente detectadas na periodontite
cronica, e a eliminagdo dessas bactérias pode interromper a progressao da
doenca (TSUCHIDA; NAKAYAMA, 2022).

Porphyromonas gingivalis € uma bactéria Gram-negativa e anaerobia
estrita que, mesmo em baixa concentragcdo no biofilme, é capaz de induzir a
periodontite crénica, sendo considerada um patdégeno chave para a doenca (XU
et al., 2020).

2.2 FTALOCIANINAS

S&o compostos aromaticos, em geral de cor azul esverdeada, usualmente
planares, ligeiramente soluveis e que possuem quatro unidades de anéis de
isoindol ligados entre si através de atomos de nitrogénio (DE OLIVEIRA et al.,
2015; MORI; SHIBATA, 2017). Exibem propriedades fotofisicas, fotoquimicas,
semicondutoras e fotocondutoras particularmente interessantes (ARAUJO et al.,
2020), como por exemplo, excelente estabilidade quimica e térmica e alta
resposta a exposigao a luz (NEAMTU et al., 2020).

As ftalocianinas comegaram a ser sintetizadas no inicio do século XX e

ganharam destaque na industria téxtil e de corantes por causa da sua
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estabilidade térmica e baixa solubilidade (DE OLIVEIRA et al., 2015). Além disso,
podem ser utilizadas em dispositivos eletrénicos na area médica e no método
fotodinamico de tratamento de cancer (MORI; SHIBATA, 2017).

As ftalocianinas sdo consideradas corantes, pois absorvem fortemente na
parte vermelha e infravermelha proxima do espectro visivel, proporcionando-lhes
sua caracteristica cor azul ou esverdeada (SEKKAT et al., 2012).

Devido a grande estrutura macrociclica aromatica das ftalocianinas, uma
variedade de metais, como Ferro, Zinco, Cobre, Manganés, Cobalto, Niquel,
Silicio e Ruténio, podem ser ligados dentro do ciclo, substituindo os dois atomos
de hidrogénio (NEAMTU et al., 2020). Esta substituicdo pode ser incorporada ao
nucleo da ftalocianina nas posi¢des designadas como a (nao periférico) e como
B (periférico) (SCHMIDT; CALVETE, 2021), conforme Figura 2.

Figura 2 - Estrutura geral de uma ftalocianina.

Substituents in
non-peripheral
positions

Variations

of metal
axial

substituents

3
(s A 4
NH N=
N\ /N
N HN
%2 NP Y 8
[} Substituents in 9
H,Pc B “_ peripheral

positions

Fonte: Schmidt; Calvete (2021, p. 2)
Legenda: Estrutura geral da ftalocianina sem metal (esquerda) e com metal (direita), com

representagao esquematica de possiveis sitios de modulagao estrutural e numeragao de anéis.

2.2.1 Ftalocianina de ferro - Phtalox® e atividades biologicas

O produto Phtalox® é composto por uma molécula ferro-ftalocianina

modificada que apresenta carboxilas em suas extremidades e ferro em seu
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centro, conforme mostrado na Figura 3. E um composto com propriedades
oxidantes, com principio de promover autoativagdo e produgado continua de
oxigénio reativo na presencga de oxigénio molecular (POLETI et al., 2022). Por
conter ferro em seu centro, aumenta a atividade bioldgica se auto-ativando pela

presencga de oxigénio, dispensando a fotoativagao (SANTOS, C. et al., 2021).

Figura 3 - Estrutura da Ftalocianina de ferro - Phtalox®
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Legenda: Posi¢des das carboxilas nas extremidades do composto indicadas pelos numeros 1, 2,
3ed.

Segundo Teodoro et al. (2020), este derivado de ftalocianina € um
composto que apresenta citotoxicidade inferior em comparacgao ao fluor, sendo
classificado como inerte devido aos efeitos toxicoldgicos. Além disso, apresentou
resultados positivos na inibicdo de Streptococcus mutans (TEODORO et al.,
2020).

O gel dental experimental de Phtalox® se mostrou eficiente no
clareamento do esmalte dentario, visto que apds o tratamento foram observados
dentes mais brancos (VILHENA et al., 2022).

Além disso, este derivado de ftalocianina também foi testado contra o
virus SARS-CoV-2. O enxaguante bucal feito a base de um derivado de

ftalocianina conseguiu reduzir alguns sintomas da COVID-19, como tosse, fadiga,
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falta de ar e dor de garganta (ORCINA et al., 2021; POLETI et al., 2022). Em
estudo semelhante, Santos P. S. S et al. (2021) demonstraram que a
tetracarboxi-ferro-ftalocianina € altamente eficaz na redugdo da carga viral de
SARS-CoV-2 in vitro, possui baixa citotoxicidade e diminui o tempo de internagéo
hospitalar por COVID-19.

Sao poucos os estudos acerca da tetracarboxi-ferro-ftalocianina,
principalmente sobre a sua atividade contra microrganismos patogénicos,

necessitando assim de mais pesquisas.

2.3 GALLERIA MELLONELLA

Os modelos murinos tém sido considerados o padrao-ouro para o estudo
de infec¢gbes microbianas (PEREIRA et al., 2018) e de toxicidade de novos
farmacos (MENARD et al., 2021). Mas esses modelos estdo no centro das
preocupagdes sociais e éticas da comunidade cientifica sobre 0 uso de animais
para pesquisa, além de que manter estes animais € caro e requer a manutengao
de um numero grande de animais para obter dados estatisticamente
significativos (PEREIRA et al., 2018; JORJAO et al., 2018).

Em comparagdo com modelos murinos, as larvas de G. mellonella séo
mais baratas de criar em laboratério, pois ndo requerem equipamentos especiais
e possuem curto ciclo de vida, o que as tornam ideais para estudos com grande
nimero de amostras (TSAI; LOH; PROFT, 2016; JORJAO et al., 2018). Além
disso, seu pequeno tamanho simplifica a infeccao, que envolve a inoculacao
através da proleg posterior utilizando uma seringa com a quantidade definida de

patogeno (PEREIRA et al., 2018), conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4 - Local da inoculagao nas larvas de Galleria mellonella.
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Fonte: Kavanagh; Sheehan (2018, p. 3)
Legenda: (A) As larvas sdo inoculadas com um volume especifico (por exemplo, 10 yL) na ultima
proleg usando uma seringa, (B) imagem ampliada da ultima proleg, (C) demonstragdo do método

para obter hemolinfa de larvas.

A rede nacional de métodos alternativos ao uso de animais (RENAMA)
reconhece o uso das larvas de G. mellonella como modelo alternativo de
invertebrados (BENADUCCI et al., 2016). A principal vantagem desta larva sobre
outros modelos alternativos deve-se a sua capacidade de sobreviver a 37 °C,
portanto, permitem testes com microrganismos dependentes de temperaturas
mais elevadas (LOH et al., 2013; TSAI; LOH; PROFT, 2016).

De nome popular Mariposa-da-cera, € um inseto da ordem dos
Lepiddpteros e familia Pyralidae (WODJA et al., 2020). Este inseto esta presente
em todos os continentes (exceto a Antartica) e sua ocorréncia coincide com a
economia apicola de cada pais, pois € considerada uma praga encontrada em
colmeias de diversas abelhas (WODJA et al., 2020). Entretanto, apesar de ser
prejudicial para as abelhas, elas sao inofensivas para os seres humanos, nao
representando uma ameaga direta a saude humana, sendo seguras para
trabalhar em um ambiente de laboratério (SMITH; CASADEVALL, 2021).

Trata-se de um inseto holometabolo, seguindo um ciclo de vida que
compreende quatro estagios distintos de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e,
por fim, o estagio adulto, conforme mostrado na Figura 5 (JORJAO et al., 2018;
WODJA et al., 2020). Todo o ciclo de vida dura aproximadamente 40 a 45 dias
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(JORJAO et al., 2018; DESAI et al., 2019; WODJA et al., 2020).

Figura 5 - Diferentes estagios de desenvolvimento da Galleria mellonella.

Fonte: Jorjao et al. (2018, p. 3).
Legenda: Ovos (1), estagios larvais (2 a 6), pré-pupa (7), pupa (8) e mariposa adulta (9).

Em condigbes naturais, as larvas se alimentam de favos de mel, que
contém uma quantidade significativa de cera de abelha, mel, exuvias de larvas
de abelhas e residuos de polen (DESAI et al., 2019; WODJA et al., 2020). Em
laboratério, esses insetos podem se desenvolver em uma dieta artificial
composta por leite em po, fermento, mel, glicerol e produtos a base de cereais,
como farinha de trigo, milho e cevada (JORJAO et al., 2018; DESAI et al., 2019;
WODJA et al., 2020).

Os insetos ndo possuem um sistema imunolégico adaptativo, mas seu
sistema inato compartilha muitas semelhangas com o dos mamiferos (MENARD
et al., 2021). A resposta imune celular € mediada por células fagociticas,
denominadas hemdcitos (BOMAN; HULTMARK, 1987; TSAI; LOH; PROFT,
2016), que podem ser comparadas aos neutréfilos dos mamiferos (MENARD et
al., 2021). Na G. mellonella ha seis tipos de hemdcitos que circulam livremente
pela hemolinfa, sendo eles: pré-hemdécitos, plasmatdcitos, granuldcitos,
esferuldcitos, coaguldcitos e oenotécitos (BOMAN; HULTMARK, 1987; PEREIRA
et al., 2018). Eles estdo implicados em diferentes fun¢des fisiolégicas, como
fagocitose, encapsulamento e melanizagdo (BOMAN; HULTMARK, 1987;
MENARD et al., 2021).
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3 RESULTADOS

De acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Programa de Poés-
graduagao em Ciéncias Bioldgicas, conforme descrito no artigo 62, € permitido,
a critério do Orientador e da Discente, que a Dissertacdo inclua um artigo
produzido durante o curso, desde que seja incorporado como um capitulo. Neste
formato, a dissertagcdo devera conter introdugdo e conclusdo, além dos outros
elementos pré-textuais e pods-textuais, os quais deverdo ser escritos em
portugués. No presente trabalho, os resultados serdo apresentados a seguir, sob

a forma de dois artigos, redigidos para publicagdo em periddicos na area.
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3.1ARTIGO |

O artigo |, intitulado “AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
DA TOXICIDADE DO PHTALOX® EM MODELOS DE ESTUDO IN VITRO E IN
VIVO” representa uma etapa inicial de testes realizados com a amostra
Ftalocianina de Ferro (Phtalox®) para avaliar sua atividade antimicrobiana em
relacdo a bactérias planctonicas. Para isso, foram empregados os testes de
concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentragao microbicida minima (CMM).
Além disso, o artigo também descreve os resultados obtidos por meio de ensaios
in vivo, utilizando larvas de G. mellonella, com o intuito de avaliar tanto a

toxicidade sistémica quanto a atividade antimicrobiana do Phtalox®.
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Rafaela Franco Dias Bruzadelli'; Namuhell Oliveira da Silva'; Leonardo Pereira Araujo';
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Resumo

A resisténcia antimicrobiana € uma preocupagao crescente que compromete a
eficacia dos tratamentos existentes. Nesse contexto, o Phtalox® (PHT), uma
ferro-ftalocianina modificada com propriedades oxidantes e atividade
antimicrobiana promissora, tem despertado interesse como uma nova opg¢ao
terapéutica. Nesta pesquisa, buscamos avaliar sua atividade antimicrobiana in
vitro, utilizando o teste da concentragéo inibitoria e microbicida minima (CIM e
CMM), bem como sua toxicidade e atividade antimicrobiana in vivo utilizando o
modelo de Galleria mellonella. Os resultados indicaram que o PHT nao
apresentou inibicdo dos microrganismos testados nas condi¢ées do método,
porém, no teste in vivo utilizando Staphylococcus aureus, o PHT se mostrou tao
eficaz quando o controle positivo para a sobrevivéncia das larvas infectadas com
este patdégeno. Além disso, o PHT ndo demonstrou toxicidade mesmo em altas

dosagens no teste in vivo.

Palavras-chaves: ferro-ftalocianina modificada; Galleria  mellonella;

Staphylococcus aureus.

1 INTRODUCAO
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A resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos € um problema global
de saude publica que tem se agravado ao longo das ultimas décadas. A
capacidade dos microrganismos de desenvolver mecanismos de resisténcia aos
antibacterianos tem comprometido a eficacia dessas drogas, tornando os
tratamentos mais desafiadores e, em alguns casos, ineficazes (VENTOLA, 2015).
Diante deste cenario, € de extrema importancia investir em pesquisas € no
desenvolvimento de novos antibidticos.

Um exemplo promissor nesse contexto € o Phtalox® (PHT), um produto
composto por uma molécula de ferro-ftalocianina modificada, contendo
carboxilas em suas extremidades e ferro em seu centro. As ftalocianinas
possuem uma estrutura macrociclica aromatica que permite a ligacdo de
diversos metais dentro do seu ciclo, substituindo os dois atomos de hidrogénio
(NEAMTU et al., 2020).

A presenga do ferro no centro da molécula confere ao Phtalox® uma
atividade bioldégica aprimorada, pois ele se auto-ativa na presencga de oxigénio,
dispensando a necessidade de fotoativagao (SANTOS, C. et al., 2021). Por isso,
essa ferro-ftalocianina € um composto com propriedades oxidantes, com
principio de promover autoativagdo e produgado continua de oxigénio reativo na
presenca de oxigénio molecular (POLETI et al., 2022).

Embora haja ainda poucos estudos sobre essa nova molécula,
especialmente no que diz respeito a sua atividade contra microrganismos
patogénicos, pesquisas preliminares tém demonstrado resultados promissores.
Segundo Teodoro et al. (2020), este derivado de ftalocianina € um composto que
apresenta citotoxicidade inferior em comparacao ao fluor, sendo classificado
como inerte devido aos efeitos toxicoldgicos. Além disso, apresentou resultados
positivos na inibicdo de Streptococcus mutans (TEODORO et al., 2020). Quando
testado contra o virus SARS-CoV-2, o enxaguante bucal conseguiu reduzir
alguns sintomas da COVID-19, como tosse, fadiga, falta de ar e dor de garganta
(ORCINA et al., 2021; POLETI et al., 2022).

Para avaliar a atividade antimicrobiana e a toxicidade do PHT in vivo, foi
utiizado as larvas da mariposa Galleria mellonella. Essas larvas séao

amplamente utilizadas devido a sua simplicidade para criagdo e baixo custo
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(JORJAO et al., 2018). Além disso, possuem um sistema imune inato semelhante
ao sistema imunolégico dos mamiferos (MENARD et al., 2021), que inclui a
presencga de células fagociticas, denominadas hemacitos (BOMAN; HULTMARK,
1987; TSAI; LOH; PROFT, 2016). O uso desse modelo de larva pode fornecer
uma triagem inicial valiosa, ajudando a priorizar compostos promissores para
estudos posteriores.

Em conclusdo, a resisténcia dos microrganismos aos antibidticos
representa uma ameaca significativa a saude publica, comprometendo a eficacia
dos tratamentos disponiveis. Diante desse desafio, a busca por novos agentes
antimicrobianos € essencial, e o PHT surge como uma promissora opgao.
Portanto, o objetivo desta pesquisa € investigar a atividade antimicrobiana e a
toxicidade do PHT in vitro utilizando o teste da concentracido inibitéria e

microbicida minima e in vivo utilizando o modelo de G. mellonella.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO PHTALOX®

O desenvolvimento dos estudos envolvendo o Phtalox® tem como
parceria a empresa TRIALS - Saude Bucal & Tecnologias através do edital da
CNPqg n°® 12/2020 - Programa de Mestrado e Doutorado Académico para
Inovagdao MAI/DAI, onde essa molécula derivada de uma ftalocianina possui
patente requerida e esta sob sigilo. O Phtalox® foi fornecido pela empresa

TRIALS e a sua dissolucgao foi realizada com tampao PBS 1x.

2.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MiNIMA

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada utilizando o
protocolo M07-A11 para bactérias (CSLI, 2018) e M27 para leveduras (CLSI,
2017), desenvolvidos pelo Clinical Laboratory Standardization Institute.

O experimento foi realizado com cepas de bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC 11778, Listeria
innocua CLIST 2050 e Listeria monocytogenes ATCC 2035), bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) e levedura (Candida albicans ATCC 10231). Foram reativadas a partir



28

das culturas estoque em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas a 35 °C,
e posteriormente suspendidas em solu¢ao de NaCl 0,9 % estéril. Aturbidez desta
suspensao foi ajustada no comprimento de onda de 660 nm, 75 % de
transmitancia, o que equivale a 1-2 x 108 UFC/mL. Depois foi realizada uma
diluigdo de modo a obter uma concentragdo em torno de 1-2 x 10° UFC/mL.

Em microplacas estéreis de 96 pocgos, o volume final de cada poco foi de
200 pL, de uma mistura composta por 160 uL de caldo Mueller-Hinton, 20 pL da
amostra diluida de forma seriada (iniciando em 10.000 uM) e 20 uL da suspenséao
do microrganismo. A microplaca foi incubada em estufa a 37 °C por 24h. Apos a
incubacao, a leitura foi realizada com o revelador resazurina, adicionando-se 20
ML/pocgo.

Alguns pogos da microplaca foram utilizados para controles, como:
Esterilidade do caldo Mueller Hinton (branco do meio de cultivo), do indculo
(branco do crescimento bacteriano), do solvente utilizado para o preparo da
amostra (branco da amostra) e como controle positivo foi utilizado Estreptomicina
para bactérias e Nistatina para a levedura.

O teste foi realizado em ftriplicata e a leitura foi feita pelo método visual

(colorimétrico).

2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MICROBICIDA MINIMA

Levando em consideracao os resultados obtidos no teste de concentragao
inibitéria minima, as suspensdes dos pogos das microplacas que ndo houveram
crescimento microbiano foram utilizadas para a determinacdo da concentracao
microbicida minima (CMM). Portanto, apés a leitura do resultado do teste anterior,
10 pL dessas suspensdes foram inoculadas em placas de Petri contendo agar
Mueller-Hinton, em ftriplicata, e incubadas a 37 °C por 24 horas.

As concentragbes microbicidas minimas (CMM) foram consideradas
como a menor concentracdo das amostras testadas que n&o permitiram

crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado.

2.5 TOXICIDADE EM MODELO SISTEMICO DE G. MELLONELLA
As larvas foram criadas no Laboratério de Bioprocessos da UNIFAL/MG,

seguindo o protocolo criado por Jorjao et al. (2018), com modificacbes. A
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alimentacgao foi a base de uma dieta artificial composta por cera de abelha, mel,
leite em po, farinha de soja torrada, levedo de cerveja e fuba. As larvas séo
mantidas na incubadora BOD (Demanda bioquimica de oxigénio) com
temperatura controlada de 27 °C até o momento dos testes.

O efeito de toxicidade aguda foi avaliado usando o modelo de larvas de
G. mellonella, conforme descrito por Sardi et al. (2017), com modificagdes.
Quatro doses crescentes do Phtalox® (1, 10, 100 e 100 mg/kg) foram testadas
para determinar a minima dose capaz de matar as larvas ao longo do tempo.
Para cada grupo foram selecionadas aleatoriamente 15 larvas, pesando entre
0,25 e 0,3 g, sem sinais de melanizagdo. Dez microlitros da amostra ou do
controle (Agua destilada estéril) foram injetados na hemocele de cada larva
através da ultima proleg usando uma Seringa Hamilton de 25 pL. As larvas foram

incubadas a 27 °C e analisadas em intervalos de 12, 24, 48 e 72 horas.

2.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM MODELO SISTEMICO DE G.
MELLONELLA

A atividade antimicrobiana in vivo foi testada frente a bactéria S. aureus
(ATCC 6538), seguindo a metodologia proposta por Loh et al. (2013), com
adaptacgdes. A cepa foi reativada a partir das culturas estoque em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) por 24 h a 35 °C, e posteriormente suspendida em solugao
de NaCl 0,9 % estéril. A turbidez desta suspenséo foi avaliada de acordo com a
escala de MacFarland.

As larvas sem melanizagdo e pesando entre 0,259 a 0,3g foram
selecionadas para o teste, sendo separadas em grupos de 10 larvas. Dez
microlitros do patdgeno foram inoculados na larva através da ultima proleg e
ap6s uma hora, as amostras e os controles foram inoculados no mesmo local e
no mesmo volume (10uL). O teste foi realizado usando a concentragdo de
100mg/kg de Phtalox®, Clorexidina 0,12% e Agua destilada estéril. As placas de
Petri contendo as larvas foram incubadas a 35 °C, e foram realizadas avaliacbes
nos tempos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas po6s infeccédo.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, foi utilizado o sistema de
pontuagao proposto por Loh et al. (2013), que se encontra na Tabela 1. Quatro

parametros foram avaliados: Atividade, producéo de cera (formagao de casulo),
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melanizagao e sobrevivéncia. Apenas as larvas sem movimentos ao toque foram

consideradas mortas.

Tabela 1 - Sistema de pontuacao para avaliacdo das larvas de G. mellonella.

Categoria Descricao Pontuagao

Atividade Sem atividade 0
Baixa atividade c/ estimulo 1
Atividade com estimulo
Atividade sem estimulo
Casulo Sem casulo

S W N

Casulo parcial 0,5
Casulo completo
Melanizagao Completa melanizagao (preta)
Mais de 3 pontos pretos
Menos de 3 pontos pretos
Sem melanizagao
Sobrevivéncia Morta

N O &~ WODN O =

Viva

Fonte: Loh et al. (2013, p. 09).

2.7 ANALISE ESTATISTICA
Os grupos tratados e n&o tratados foram comparados por meio do teste

de Log-rank (Mantel-Cox). Os resultados foram considerados significativos em P
<0,05.

3 RESULTADOS
3.1 CONCENTRACAO INIBITORIA E MICROBICIDA MINIMAS

A atividade antimicrobiana apresentada pelo Phtalox® utilizando os
métodos de CIM e CMM podem ser observadas na Tabela 2. A concentragao

inicial de Phtalox® testada foi de 10.000 uM.

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana pelo método de CIM e CMM.
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Phtalox®
Cepas
CiM CMM
Gram-positivas Staphylococcus aureus >10.000 >10.000
Bacillus cereus >10.000 >10.000
Listeria innocua >10.000 > 10.000
Listeria monocytogenes >10.000 >10.000
Gram-negativas Escherichia coli >10.000 > 10.000
Pseudomonas aeruginosa >10.000 > 10.000
Levedura Candida albicans >10.000 >10.000

Legenda: CIM (Concentragao Inibitéria Minima) e CMM (Concentragdo Microbicida Minima).

Para os microrganismos testados e dentro das condigdes do método

utilizado, o Phtalox® 10.000 yM n&o inibiu o crescimento de nenhum patdgeno

testado. Todos os controles funcionaram como esperado. Em virtude deste

resultado, nao foi realizado o teste de Concentracao Microbicida Minima (CMM).

3.2 TOXICIDADE EM MODELO SISTEMICO DE GALLERIA MELLONELLA

O efeito toxico agudo sistémico do Phtalox® foi avaliado nas doses de 1,

10, 100 e 1000 mg/kg, conforme mostrado no grafico de sobrevivéncia da Figura

1. Como controles foram utilizados PBS 1x e agua destilada. O monitoramento

das larvas foi realizado nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas.

Figura 1 -Toxicidade sistémica de diferentes concentragdes do Phtalox® usando

modelo in vivo de G. mellonella.
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— 1 ma'kg
& 80+ - 10 mg/kg
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S — 100 mg/kg
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o 40 PBS 1x
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0 1 I 1
0 24 48 72
Tempo (horas)

Legenda: As larvas foram inoculadas com as doses de 1, 10, 100 e 1000 mg/kg de Phtalox®, e

os controles PBS 1x e Agua destilada. A sobrevivéncia foi observada por 72 h (P > 0.05, teste

Log-rank).

Nao houve morte de nenhuma larva testada, inclusive na maior dosagem
da amostra testada (1000 mg de Phtalox® por kg de larva). Como pode ser
observado na Figura 2, as larvas apresentaram forte coloragao verde com essa
dosagem, porém isso nao provocou melanizagao, nao afetou a produgao de teia

e nao alterou a atividade, que s&o trés indicadores de saude.

Figura 2 - Aparéncia das larvas de G. mellonella durante o teste de toxicidade do

Phtalox® dosagem de 1000 mg/kg.
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3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM MODELO SISTEMICO DE GALLERIA
MELLONELLA

Na Figura 3, observou-se que o grupo tratado com Phtalox® apresentou
uma taxa de sobrevivéncia de 30% apds 24 horas de inoculagado, resultado
similar ao obtido no grupo controle positivo tratado com Clorexidina, também
ilustrado na mesma figura. E importante ressaltar que a Cloredixina 0,12%
representa uma dosagem de 0,0002 mg/Kg, dosagem menor que a representada
pelo Phtalox® de 100 mg/Kg.

O grupo controle negativo, no qual agua destilada foi utilizada, todas as
larvas ja estavam mortas apos 12 horas de inoculagdo. Tanto no grupo tratado
apenas com Clorexidina quanto no grupo tratado apenas com Phtalox®,
nenhuma larva morreu dentro do periodo de 24 horas. No grupo controle
constituido apenas pelo patégeno, todas as larvas morreram em até 10 horas

apods a inoculagéo.

Figura 3 - Atividade antimicrobiana do Phtalox® na dosagem de 100 mg/kg frente

o patégeno Staphylococcus aureus utilizando o modelo de Galleria mellonella.
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Legenda: As larvas foram inoculadas com S. aureus e ap6s 1 hora de infecgdo foram inoculadas
a amostra (Phtalox® 100 mg/kg) e os controles (Agua destilada, CLX 0,12%). Também foram
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realizados controles sem o patégeno (Phtalox® 100 mg/kg e CLX 0,12%). A sobrevivéncia foi

observada por 24 horas, sendo realizadas leituras de 2 em 2 horas até completar 12 horas pés
infecgdo e uma leitura 24 horas pos infecgéo, representadas no grafico pelas linhas tracejadas
(P > 0.05, teste Log-rank).

Apesar da taxa de sobrevivéncia semelhante nos grupos contendo
Phtalox® e Clorexidina, na Figura 4 podemos observar que, utilizando o sistema
de pontuacao para avaliagao das larvas de G. mellonella, as larvas infectadas e
tratadas com Phtalox® apresentaram um indice de salide menor quando em
comparagao com a Clorexidina, mostrando diferencga estatistica.

Além disso, na mesma figura € mostrado que os grupos apenas com
Phtalox® e Clorexidina, sem infecgéo, ndo apresentaram diferenca estatistica. E
os grupos do patdogeno com agua destilada e apenas o patégeno também né&o

apresentaram diferenca estatistica.

Figura 4 - indice de saude apresentados da atividade antimicrobiana do Phtalox®
na dosagem de 100 mg/kg frente o patégeno Staphylococcus aureus utilizando

o modelo de Galleria mellonella.
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Legenda: Média dos indices de saude apresentados pelas amostras testadas, apés 24 horas de

infecgéo, utilizando o sistema de pontuacgao para avaliagdo das larvas de G. mellonella (tabela
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1). Letras diferentes indicam significancia estatistica por ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Tukey (P<0,05).

4 DISCUSSAO

O teste CIM quantifica a menor concentragdo testada na qual o
crescimento de um isolado € inibido por um antimicrobiano especifico
(ERICSSON; SHERRIS, 1971). O método possui 3 tipos de limitagdes: esquerda
(abaixo da menor concentragdo antimicrobiana testada), direita (o CIM € maior
do que a concentracdo antimicrobiana mais alta testada) e intervalo (o valor de
inibicdo exato esta entre o ultimo intervalo que inibiu e o proximo que nao inibiu)
(MICHAEL; KELMAN; PITESKY, 2020). No caso, os resultados encontrados
estdo sendo limitados pela direita, pois o intervalo de inibicdo ocorre acima do
testado.

Além disso, o teste é feito com bactérias planctonicas e os niveis de
resisténcia ndo sio fixos, podem mudar com base no ambiente e no estado
biolégico da bactéria (por exemplo, planctdnico, biofilme, esporo bacteriano)
(FERNANDEZ; BREIDENSTEIN; HANCOCK, 2011; MICHAEL; KELMAN;
PITESKY, 2020).

Aresazurina é um corante que pode ser reduzido a resorufina na presenca
de atividade metabdlica de células vivas, esta reagdo pode ser observada na
mudanca de cor, de azul escuro quando resazurina a rosa quando reduzido em
resorufina (LAVOGINA et al., 2022). O ensaio de viabilidade a base de resazurina
pode ser realizado com a detecgao colorimétrica, sendo o utilizado neste trabalho.

As ftalocianinas apresentam forte coloragdao azul esverdeada, por isso,
sao amplamente utilizadas na industria de tinturaria, sendo quase um quarto de
todos os pigmentos de origem organica relacionados a esta classe de compostos
(SEKKAT et al., 2012). O Phtalox® apresenta forte coloragdo também, o que
resultou em uma dificuldade de leitura da reducao da resazurina. Deste modo,
as concentragdes iniciais da diluigdo seriada do Phtalox® na microplaca foram
plaqueadas em Agar BHI para garantir que a deteccdo colorimétrica ndo estava
sendo falha, mas houve crescimento normal do microrganismo.

Quando analisada a toxicidade do PHT no modelo in vivo de Galleria
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mellonella, as larvas apresentaram forte coloragédo verde, devido a intensa cor
da amostra, mas, apesar disso, as larvas nao sofreram nenhum dano. A amostra
também apresentou baixa citotoxicidade quando testada em outros modelos.
Testando o PHT contra o virus da COVID-19, SARS-COV-2, Santos P. S. S. S et
al. (2021) utilizaram células Vero (ATCC CCL-81), onde a amostra apresentou
baixa citotoxicidade in vitro.

Como a Ferro-Ftalocianina € uma nova molécula patenteada, ainda néo
ha estudos quanto a sua toxicidade in vivo. Entretanto, estudos com outros
derivados de ftalocianina também demonstraram que ela apresenta baixa
toxicidade.

Usando Ftalocianina de zinco (ll), Li et al. (2019) testaram a terapia
fotodindmica in vivo usando modelo murino. A ftalocianina foi injetada por via
intravenosa em camundongos portadores de tumor HT-29, e os tumores foram
expostos a radiacao de laser vermelho (655 nm, 200 mW, 30 min) em 3 h pds-
injecdo. Os resultados foram positivos, sendo que a ftalocianina utilizada nao
apresentou toxicidade para os animais, além de ter desacelerado a progresséao
da doencga.

Também usando Ftalocianina de zinco (ll), Sowa et al. (2021) avaliou a
citotoxicidade da molécula em células de hepatocarcinoma humano (HepG2),
em concentragdoes de 1 yM e 10 uM apds irradiagdo com luz (600 nm). Uma
viabilidade celular notavelmente reduzida foi observada nos primeiros minutos
de exposi¢ao a luz, porém ap06s irradiagéo por 15 min, quase 80% das células
morreram. Isso indica que a fototoxicidade da Ftalocianina de zinco (ll) € menor
na fase inicial.

O parametro mais frequentemente avaliado em experimentos com G.
mellonella € a curva de sobrevivéncia, pois € o numero de larvas que sobrevivem
em fungao do tempo e esta correlacionada com a viruléncia do patégeno e/ou
com a eficacia do tratamento antibiético (TSAI; LOH; PROFT, 2016; SERRANO
etal., 2023). Dentre os microrganismos que ja foram testados em infecgao contra
esta larva, a S. aureus é a mais frequentemente utilizada, tendo um total de 164
publicagcbes no Pubmed desde 2006 (SERRANO et al, 2023), destas
publicagdes nenhuma foi realizada utilizando ftalocianinas.

O composto candidato a antimicrobiano 1,3-dibenzil-4,5-difenil-imidazol-
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2-ilideno acetato de prata (l) foi avaliado quanto a sua capacidade de funcionar
in vivo usando larvas de G. mellonella, onde uma dosagem de 25 pg/mL inibiu o
crescimento de S. aureus em 71,2%, mas a partir da dosagem de 250 ug/mL do
composto houve uma redugao gradativa da taxa de sobrevivéncia até se tornar
letal na concentracdo de 1.000 yg/mL (BROWNE et al., 2014). Portanto, a
dosagem testada pode interferir na capacidade de aumentar a taxa de
sobrevivéncia, necessitando de mais estudos testando outras dosagens de PHT.

A capacidade de varios derivados de N-fenil-1H-pirazol-4-carboxamida e
outros pirazois foi investigada utilizando G. mellonella para reduzir a formacgéo
do biofilme de S. aureus, onde alguns compostos mostraram um bom efeito
protetor in vivo, melhorando a sobrevivéncia da larva quando comparado ao
controle (CASCIOFERRO et al., 2016).

5 CONCLUSOES

No teste da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) o Phtalox® nao
apresentou atividade frente aos microrganismos testados, nas concentragdes e
nas condigdes do método. Os testes de toxicidade in vivo utilizando o modelo de
G. mellonella demonstraram que o produto ndo é tdxico, mesmo em altas
dosagens. Além disso, por meio desse mesmo modelo, foi observado que o
Phtalox® e o controle Clorexidina apresentaram taxa de sobrevivéncia de 30%
quando exposto ao microrganismo S. aureus. Mas, no indice de saude, as larvas
tratadas com Clorexidina apresentaram melhores resultados do que o Phtalox®.

Essas descobertas destacam a necessidade de investigacdes adicionais
sobre a eficacia do Phtalox® como agente antimicrobiano, bem como a
importancia de considerar diferentes modelos de estudo para uma avaliagao

abrangente de seus efeitos.
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3.2ARTIGO Il

O artigo I, intitulado "FTALOCIANINA INIBE O CRESCIMENTO DE
BACTERIAS PRESENTES NA DOENGA PERIODONTAL: ESTUDO IN VITRO",
concentrou-se na investigacdo das propriedades anti-biofiilme da amostra
Ftalocianina de Ferro (Phtalox®). Para tal, foi utilizado um modelo de biofiime
multiespécies subgengival composto por 33 espécies bacterianas, patdgenos
encontrados na doencga periodontal. O objetivo principal do estudo foi avaliar a
capacidade da Ftalocianina de Ferro em inibir o crescimento dessas bactérias,
fornecendo informacgdes valiosas sobre seu potencial no tratamento de suporte

da doenca periodontal.
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FTALOCIANINA INIBE O CRESCIMENTO DE BACTERIAS PRESENTES NA
DOENCA PERIODONTAL: ESTUDO IN VITRO

Rafaela Franco Dias Bruzadelli', Bruno Bueno Silva?, Tatiane Tiemi Macedo?; Pedro Luiz
Rosalen'; Marcelo Franchin?, Fabiano Vieira Vilhena* Leandro Araujo Fernandes?,

Masaharu lkegaki'

'"Programa de Pds-Graduag&o em Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Alfenas, MG,
Brasil.
2 Programa de Pos-graduag&o em Odontologia - Universidade Guarulhos
SFaculdade de Ciéncias Odontologicas, Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, MG, Brasil.
“TRIALS - Saude Bucal & Tecnologias

Resumo

Investigou-se a atividade da Ftalocianina de Ferro - PHTALOX® (PHT) na inibigao
do crescimento de 33 espécies bacterianas presentes na doenca periodontal. O
modelo de biofilme multiespécies foi desenvolvido usando o dispositivo Calgary
e incubado a 37°C sob anaerobiose. O biofilme formado foi tratado com PHT
duas vezes por dia, por um minuto, durante quatro dias, nas concentragbes
variando de 1.000 a 10.000 yuM. Como controle foi utilizada a base farmacoldgica
Clorexidina a 0,12% (2.374 uM) (CLX) e o veiculo da diluigao (PBS). Apos 7 dias,
foi realizada a quantificacdo da atividade metabdlica do biofilme usando cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC), para diferenciacéo das células metabolicamente
ativas das inativas. Por fim, utilizando o método Checkerboard, foi realizada a
hibridizagdo DNA-DNA do biofilme tratado. De acordo com os resultados, o PHT
10.000 uM e a CLX diferiram estatisticamente do controle do biofilme reduzindo
a contagem bacteriana total, e ndo diferiram entre si (p>0,05). Além disso, o PHT
10.000 pM apresentou significancia estatistica quando comparada ao controle
em 7 microrganismos. Conclui-se que o PHT apresenta um efeito promissor na
inibicao de bactérias presentes na doenca periodontal, principalmente por inibir
o crescimento de patdgenos-chave, como a P. gingivalis.

Palavras-chaves: Biofilme; Ftalocianina de Ferro; Porphyromonas gingivalis.
1 INTRODUGAO
O microbioma oral € uma das comunidades microbianas mais importantes

e complexas do corpo humano, onde mais de 700 tipos de microrganismos

podem ser colonizados (PENG et al., 2022). Em sistemas biologicos, as
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bactérias sdo frequentemente observadas em biofilmes, que sdo conjuntos de
células microbianas ligadas umas as outras e/ou a uma superficie, envolta por
uma matriz autoproduzida, o que garante uma maior resisténcia aos
microrganismos ali presentes (PENESYAN et al., 2021). Por isso, os biofilmes
sao dificeis de tratar com o uso de antibidticos por varios motivos, tais como
penetracdo retardada do antimicrobiano na matriz extracelular do biofilme,
desaceleracdo da taxa de crescimento de organismos dentro do biofilme ou
outras alteragdes fisioldgicas provocadas pela interacdo dos organismos com
uma superficie (DONLAN, 2000; HAQUE et al., 2022).

Em um individuo saudavel, as bactérias orais existem em equilibrio
natural com o hospedeiro. Diferentes fatores, como tabagismo, diabetes,
predisposicdo genética ou ma higiene dental, podem fazer com que a
comunidade se torne disbidtica, permitindo que bactérias potencialmente
patogénicas aumentem em numero e causem infec¢des persistentes, como a
doencga periodontal (BLOCH et al., 2019).

A doencga periodontal € caracterizada pela deterioracdo gradual dos
tecidos moles e duros do complexo periodontal, mediada por uma interagao entre
comunidades microbianas disbidticas e respostas imunes exacerbadas nos
tecidos gengivais e periodontais (SEDGHI; BACINO; KAPILA, 2021).

O biofilme oral pode conter diversos taxons bacterianos, que foram
classificados por Socransky et al. (1998) em um modelo abrangente de
interacdes multiespécies para a doenca periodontal, com base na sua viruléncia
e transicdo saude-doencga. Neste agrupamento por cor, os primeiros biofilmes
sdo considerados saudaveis e ndo causam doengas, sendo eles o complexo azul,
onde estdo as espécies de Actinomyces, o complexo amarelo composto por
varios Streptococcus spp., € 0 complexo roxo composto principalmente por
Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula, que possibilitam posterior
colonizagao por integrantes do complexo verde, como Capnocytophaga sp.,
Eikenella sp. e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (SOCRANSKY et al.,
1998).

Caso nao sejam interrompidos, os biofiimes saudaveis podem criar
condi¢cbes que favorecem a colonizacado de espécies do complexo laranja, que

esta relacionado a transi¢cao saude-doenca, pois pode favorecer a colonizacéo
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por espécies do complexo vermelho (MIRANDA et al., 2019). As bactérias do
complexo vermelho sdo Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola, sendo consideradas os principais patégenos da doenca
periodontal, pois geralmente aparecem juntas e estao relacionadas ao aumento
da gravidade da doenca (SOCRANSKY et al., 1998).

A clorexidina, apesar de ser considerada padrao ouro para o tratamento
de suporte atualmente, possui efeitos adversos devido ao uso prolongado
(HAQUE et al., 2022), como pigmentacéo dos tecidos moles orais e dentes e
alteracdo do paladar (STEFANO et al.,, 2022). Além disso, a resisténcia
microbiana em bactérias causadoras da doenca periodontal € uma preocupagao
crescente em todo o mundo (RAMS; DEGENER; WINKELHOFF, 2014). Portanto,
faz-se necessario a busca por novos compostos antimicrobianos capazes de
atuar no biofilme periodontal.

O Phtalox® (PHT) é uma ferro-ftalocianina modificada que apresenta
carboxilas em suas extremidades e ferro em seu centro. Este composto pode
promover autoativagédo e produgao continua de oxigénio reativo na presenca de
oxigénio molecular (POLETI et al., 2022). Ha poucos estudos quanto a sua
atividade antimicrobiana, mas os existentes indicam o seu potencial contra
Streptococcus mutans (TEODORO et al., 2020). Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar as propriedades anti-biofime do PHT em um modelo de

biofilme multiespécie subgengival in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO PHTALOX®

O desenvolvimento dos estudos envolvendo o Phtalox® tem como
parceria a empresa TRIALS - Saude Bucal & Tecnologias através do edital da
CNPqg n°® 12/2020 - Programa de Mestrado e Doutorado Académico para
Inovagdo MAI/DAI, onde essa molécula derivada de uma ftalocianina possui
patente requerida e esta sob sigilo. O Phtalox® foi fornecido pela empresa

TRIALS e a sua dissolugao foi realizada com tampao PBS 1x.

2.2 MODELO DE BIOFILME MULTIESPECIES



46

As culturas de biofilmes multiespécies foram preparadas conforme
descrito por Soares et al. (2015). As 33 espécies bacterianas incluidas no modelo
de biofilme estdo listadas na tabela 1. Todas as cepas foram adquiridas
liofilizadas da ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA).

Para cultivar a maioria das espécies em camara de anaerobiose (85% de
nitrogénio, 10% de dioxido de carbono e 5% de hidrogénio) foi utilizado o agar
Triptona de Soja com 5% de sangue de carneiro (BBL, Baltimore Biological
Laboratories, Cockeysville, MD, USA). E. nodatum foi cultivado em agar
anaerdbio fastidioso com 5% sangue de carneiro. P. gingivalis foi cultivada em
agar Triptona de Soja contendo extrato de levedura enriquecido com 1% de
hemina (Sigma), 5% de menadiona (Sigma) e 5% de sangue de carneiro. T.
forsythia foi cultivada em agar Triptona de Soja contendo extrato de levedura
enriquecido com 1% de hemina, 5% de menadiona, 5% de sangue de carneiro e
1% de acido N-acetilmuramico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).
Todas as espécies cresceram em placas de Petri por 48 horas e depois foram
transferidas para tubos de ensaio contendo meio de cultura BHI (Becton
Dickinson, Sparks, MD) suplementado com 1% de hemina. Apds 24 horas de
crescimento, a densidade Ooptica (DO) a 600 nm foi ajustada para 0,1,
correspondendo a cerca de 10% células/mL de cada uma das espécies. As
suspensdes de células individuais de cada espécie foram diluidas para 10’
células/mL, com ajustamento para os seus respectivos tamanhos de células.
Aliquotas de 100 pL contendo 10° células de cada uma das espécies foram
misturados com 11,7 mL de BHI com 1% de hemina e 5% de sangue de carneiro

para se obter um inéculo final de biofilme no volume de 15 mL.

Tabela 1 - Lista de espécies bacterianas cultivadas no biofilme multiespécies.

Complexo microbiano Espécies bacterianas

Actinomyces Actinomyces naeslundii ATCC 12104
Actinomyces oris ATCC 43146
Actinomyces gerencseriae ATCC 23860
Actinomyces israelii ATCC 12102
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Amarelo Streptococcus sanguinis ATCC 10556
Streptococcus oralis ATCC 35037
Streptococcus intermedius ATCC 27335
Streptococcus gordonii ATCC 10558
Streptococcus mitis ATCC 49456

Roxo Veillonella parvula ATCC 10790
Actinomyces odontolyticus ATCC 17929

| Verde Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29523 |
Capnocytophaga ochracea ATCC 33596
Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624
Eikenella corrodens ATCC 23834

Capnocytophaga sputigena ATCC 33612

Laranja Campylobacter showae ATCC 51146
Eubacterium nodatum ATCC 33099
Fusobacterium nucleatum vincentii ATCC 49256
Parvimonas micra ATCC 33270
Fusobacterium nucleatum polymorphum ATCC 10953
Fusobacterium periodonticum ATCC 33693
Prevotella intermedia ATCC 25611
Streptococcus constellatus ATCC 27823
Campylobacter gracilis ATCC 33236

Vermelho Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
Tannerella forsythia ATCC 43037

Outras Streptococcus anginosus ATCC 33397
Streptococcus mutans ATCC 25175
Selenomonas noxia ATCC 43541

Propionibacterium acnes ATCC 11827
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Gemella morbillorum ATCC 27824
Eubacterium saburreum ATCC 33271

Fonte: Adaptado de Miranda et al. (2019).
Legenda: As cepas foram categorizadas nos complexos microbianos descritos por Socransky et
al. (1998).

O modelo de biofilme multiespécie foi desenvolvido usando um dispositivo
de biofilme Calgary (CBD) em uma placa de 96 pogos. Uma aliquota de 150 pL
de cada inéculo foi adicionada aos pogos e correspondeu a ~1x10% células de
cada cepa bacteriana, exceto para P. gingivalis e P. infermedia, cujos indculos
foram ajustados para 2x10* células. Uma tampa contendo pinos de poliestireno
foi usada para selar a placa de 96 pocgos. As placas foram incubadas a 37 °C sob
condi¢cdes anaerobias. No terceiro dia, o0 meio exaurido nutricionalmente (caldo
BHI com 1% de hemina e 5% de sangue de ovelha) foi substituido e as culturas
de biofilmes foram mantidas a 37 °C sob condigdes anaerdbias por mais quatro
dias para obter biofilmes de sete dias (SOARES et al., 2015).

2.3 TRATAMENTO DO BIOFILME COM PHT

As culturas de biofilme foram tratadas com o PHT apds a formacao do
biofilme por 72 h (no terceiro dia apds a substituigdo do meio exaurido), conforme
metodologia descrita por Soares et al. (2015). As placas foram tratadas duas
vezes por dia durante os quatro dias seguintes. Os pinos revestidos com o
biofilme foram transferidos para placas de 96 pocos contendo diferentes
concentragcdes da amostra (1000, 2500, 3000, 5000, 7500 e 10000 uM), o veiculo
de diluicdo PBS 1x (controle negativo) e clorexidina 0,12%, e permaneceu em

contato com os tratamentos por 1 minuto.

2.4 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE METABOLICA DO BIOFIME

Os efeitos do PHT e dos controles na atividade metabdlica das células do
biofilme multiespécie foram medidos em um ensaio espectrofotométrico usando
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), conforme descrito por Soares et al. (2015).
O TTC é usado para diferenciacao entre células metabolicamente ativas das

inativas, pois ele é enzimaticamente reduzido a vermelho formando 1,3,5-trifenil
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nas ceélulas vivas devido a atividade de varias desidrogenases. A mudanga na
cor do substrato € uma medida indireta da atividade metabdlica bacteriana.
Para medir a atividade metabodlica dos biofilmes, os pinos foram
transferidos para placas de 96 pogcos com 200uL/po¢o de meio BHI fresco
suplementado com 1% de hemina e 10% de uma solugéo de 1% de TTC. As
placas foram incubadas em condi¢cdes anaerdbias por 24 h a 37 °C. A redugao

do TTC foi lida a 485 nm usando um espectrofotémetro.

2.5 HIBRIDIZACAO DNA-DNA (METODO CHECKBOARD)

Trés pinos revestidos com biofilme de sete dias de cada grupo foram
lavados em PBS e transferidos para microtubos tipo Eppendorf, contendo 100
pL de tampéo TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (pH 7,6)), seguido pela adicao
de 100 pyL de NaOH 0,5M. Os tubos contendo os pinos e a solucéo final foram
fervidos por 10 min e a solugao foi neutralizada com 0,8 mL de aménia 5 M. As
amostras foram analisadas individualmente quanto a presenca e quantidade de
33 espécies bacterianas usando a técnica de hibridagdo DNA-DNA.

As amostras de biofilme foram lisadas e o DNA correspondente foi
colocado em uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva usando
um dispositivo Minislot (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e fixado na
membrana a 120 °C por 20 minutos. Apds a fixagcado a membrana, as amostras
de DNA foram colocadas em um Miniblotter 45 (Immunetics). As sondas de DNA
marcadas com Digoxigenina de todo o genoma das espécies bacterianas foram
hibridizadas com as linhas individuais do Miniblotter 45. As membranas foram
lavadas e as sondas de DNA foram detectadas usando um anticorpo especifico
contra digoxigenina conjugado com fosfatase alcalina. Os sinais foram
detectados usando o substrato AttoPhos (Amersham Life Sciences, Arlington
Heights, IL, EUA) e os resultados foram obtidos usando o Typhoon Trio Plus
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, EUA). Duas linhas em cada execugao
continham padrées com 10° e 10° células de cada cepa. Os sinais obtidos com
o Typhoon Trio foram convertidos em contagens absolutas por comparagao com
os padrdes da mesma membrana (Tabela 2). Estes registros entdo foram
utilizados para determinar os niveis das diferentes espécies investigadas nos
sitios e individuos do estudo (SOARES et al., 2015).
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Tabela 2 - indice utilizado para a determinacdo dos niveis dos microrganismos

nas amostras de placa subgengival.

indice Nivel do microrganismo

0 Sem detecgao do sinal

1 Menos de 10°células

2 Aproximadamente 10°células
3 Entre 10° e 10°células

4 Aproximadamente 10°células
5 Mais de 10° células

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para os dados de atividade metabdlica, adotou-se o teste de Analise de
Variancia (ANOVA - one way) para experimentos com Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC). O teste post-hoc para distingao dos tratamentos
e repeticoes foi o Teste de Tukey. Para ambos os testes foi adotada a= 5%, e
utilizado o pacote “ExpDes.pt” (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUERA, 2014).

Os dados de composicdo microbiana (Hibridizagdo DNA-DNA) foram
analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Um nivel de

significancia de 5% foi considerado em todos os testes estatisticos.

3 RESULTADOS

3.1 ATIVIDADE METABOLICA DO BIOFILME

A Figura 1 mostra os valores obtidos a partir da avaliagado da atividade
metabdlica dos biofilmes tratados com o PHT em diferentes concentracoes,
veiculo de diluicdo (PBS) e clorexidina (CLX).

Figura 1 - Atividade metabdlica de biofilmes multiespécies tratados com veiculo
da diluicdo, PHT a 1.000, 2.500, 3.000, 5.000, 7.500 e 10.000 uM e clorexidina
0,12%.
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Legenda: Os biofilmes tratados com veiculo da diluigdo (PBS) foram considerados como tendo
100% de atividade metabolica, sendo o controle negativo. A clorexidina 0,12% (CLX) foi
considerada o controle positivo. Letras diferentes indicam significancia estatistica por ANOVA

seguida pelo teste post hoc de Tukey (P<0,05).

Nao houve diferenga estatistica entre o controle do biofiime e as
concentragdes de 1000, 2500, 3000, 5000 e 7500 uM de Phtalox®. Apenas a
concentragcdo de 10000 uM diferiu estatisticamente do controle negativo,
reduzindo para 40% a atividade metabdlica do biofilme. Além disso, esta
concentragao nao apresentou diferenca estatistica com a Clorexidina 0,12%, que
reduziu para cerca de 20% a atividade metabdlica.

Por isso, a andlise com o biofilme multiespécie foi realizada utilizando
apenas a maior concentragdo (10000 uM) de Phtalox®, além do veiculo de
diluicdo e da clorexidina 0,12%. A Figura 2 mostra as contagens totais de todos

0s microrganismos incluidos no experimento de biofilme.

Figura 2 - Contagens bacterianas totais (10°) em biofilmes tratados com veiculo
de diluigéo (controle negativo), Phtalox® a 10.000 uM e clorexidina 0,12%.
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Legenda: Letras diferentes indicam significancia estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste post hoc de Dunnett (P<0,05).

O Phtalox® na concentragdo de 10.000 uM e a Clorexidina 0,12% diferiram
estatisticamente do controle do biofilme pois reduziram a contagem bacteriana
total, porém nao diferiram entre si.

Deve-se levar em conta que a Clorexidina 0,12% representa uma
concentracédo de 2.374 pM, abaixo da concentracdo do PHT a 10.000 uM,
portanto, apesar do resultado sem diferenga estatistica, reduziu a contagem
bacteriana total com uma menor concentragdo. Além disso, na Figura 3 pode-se
observar que a Clorexidina apresentou uma reducdo maior em numero de

microrganismos.

3.2 HIBRIDIZACAO DNA-DNA

A Figura 3 apresenta as contagens meédias de cada cepa com base na
hibridizagado checkerboard DNA-DNA.

A redugao nas contagens gerada pela a concentragcéo de 10.000 uM de
Phtalox® apresentou significancia estatistica quando comparada ao controle nos
seguintes microrganismos: A. oris, S. oralis, V. parvula, F. nucleatum vincentii, E.
saburreum e as bactérias do complexo vermelho P. gingivalis e T. forsythia.

Os microrganismos significativamente reduzidos apos o tratamento com
Clorexidina a 0,12% comparado ao controle incluem A. naeslundii, A. oris, A.
israelii, S. mitis, V. parvula, A. actinomycetemcomitans, C. gingivalis, E.

corrodens, F. nucleatum vincentii, F. nucleatum polymorphum, P. intermedia, S.
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noxia, G. morbillorum, E. saburreum e as bactérias do complexo vermelho P,

gingivalis e T. forsythia.

Figura 3 - Contagens bacterianas médias (10°) tratados com veiculo de diluigdo
(controle biofilme), Phtalox® a 10.000 uM e Clorexidina 0,12%.
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Selenomonas noxia =| © & h |
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Campylobacter gracilis = " o -
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Legenda: As bactérias foram agrupadas segundo os complexos propostos por Socransky et al.
(1998), sendo Actinomyces (azul); Amarelo, Roxo, Verde, Laranja, Vermelho e outros (cinza).

Grafico formado pelo GraphPad Prism, analisados por Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-
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hoc de Dunn para cada espécie bacteriana separadamente. (a) significancia estatistica entre
biofilmes tratados com Phtalox® e controle. (b) significancia estatistica entre biofiimes tratados

com CLX e controle. (c) significancia estatistica entre os biofilmes tratados com Phtalox® e CLX.

4 DISCUSSAO

O PHT, na concentragdo de 10.000 pM, foi tdo eficaz estatisticamente
quando a CLX na concentragao de 2.374 uM na redugao geral da formagao do
biofilme multiespécies. Além disso, ambas as substéncias reduziram as
contagens médias de alguns microrganismos, incluindo patégenos periodontais
importantes, como a P. gingivalis e T. forsythia.

Para S. oralis e A. odontolyticus, o PHT gerou contagem bacteriana
minima, sendo os melhores resultados para a amostra, apesar de nao possuir
diferenga estatistica com a CLX. Ambos microrganismos estdo presentes na
microbiota oral residente de individuos saudaveis de todas as idades, porém S.
oralis pode atuar aumentando a viruléncia de membros potencialmente
prejudiciais da microbiota, como a P. gingivalis (ARCHAMBAULT et al., 2021).

O unico microrganismo testado que o controle positivo (CLX) apresentou
diferenga estatistica do PHT foi S. mutans, onde a amostra estudada obteve um
resultado inferior quando comparado ao padrao-ouro. Para todas as outras
bactérias, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os biofilmes
tratados com Clorexidina e Phtalox®.

S. mutans é considerado um dos principais agentes etioldgicos da carie
dentaria (LOESCHE, 1986). Teodoro et al. (2020) avaliou o efeito inibitorio do
Phtalox® contra células plancténicas de S. mutans (ATCC 25175), uma
suspensao bacteriana de 108 células/mL foi exposta a amostra e ao controle
(Fluoreto de Sédio - NaF) por 1, 3 e 5 minutos, onde o Phtalox® mostrou uma
reducao estatistica mais significante do que o NaF. Como pode-se observar na
Figura 3, S. mutans foi o Unico microrganismo que apresentou significancia
estatistica entre PHT e CLX, sendo a ultima com um melhor resultado, e o PHT
com baixa redugao de contagem de células. No entanto, esse resultado foi obtido
por meio da utilizagdo de biofilme multiespécie. E importante ressaltar que as

células bacterianas presentes em um biofilme podem ser de 10 a 1000 vezes
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mais resistentes a antibioticos do que as células plancténicas (DONLAN, 2000;
URUEN et al., 2020; RAO et al., 2021).

O complexo laranja esta correlacionado com a mudancga no estado saude-
doencga, uma vez que as espécies desse complexo geram condi¢des benéficas
para as espécies do complexo vermelho se estabelecerem e terem sucesso no
microbioma subgengival (FIGUEIREDO et al., 2022). Portanto, é interessante a
inibicao deste complexo, mas o PHT a 10.000 uM conseguiu inibir apenas a
bactéria F. nucleatum vincentii. Este patdbgeno é uma espécie importante na
interagdo fisica entre bactérias gram-positivas e gram-negativas (CHEN et al.,
2022), onde a co-infeccdo causada por ele e P. gingivalis ou T. forsythus pode
estimular a resposta imune do hospedeiro e induzir a perda 6ssea alveolar
(SETTEM et al., 2012).

P. gingivalis e T. forsythia sdo considerados responsaveis pela disbiose
no microbioma oral (MIRANDA et al., 2019) e sado eles que iniciam os
mecanismos de evasao bacteriana do sistema imunologico (HAJISHENGALLIS,
2015). O ensaio de hibridagdo DNA-DNA revelou que o tratamento com Phtalox®
a 10.000 uM reduziu os niveis de P. gingivalis e T. forsythia quando comparado
ao controle, sem diferenga significativa da Clorexidina.

Dobson; Wilson (1992) testaram a ac&o antimicrobiana da Ftalocianina
Sulfonada de Aluminio contra bactérias presentes no biofime da doenca
periodontal (S. sanguis NCTC 10904, P. gingivalis W50, F. nucleatum NCTC
10562 e A. actinomycetemcomitans Y4) e obtiveram bons resultados, nao
constatando crescimento bacteriano. Porém, ao contrario da Ferro-Ftalocianina,
a Ftalocianina Sulfonada de Aluminio necessita ser fotoativada, no caso, os
autores usaram exposi¢cao a luz de laser de Hélio/Neon (7,3 mW) por 30
segundos.

Também utilizando uma Ftalocianina que necessita ser autoativada, Wood
et al. (1999) testaram a Ftalocianina Zinco (ll) irradiada com luz branca contra
biofilmes multiespécies de 8 voluntarios diagnosticados com doenca periodontal.
Utilizando microscopia eletrénica de transmissdo, foi observado que a
Ftalocianina Zinco (ll) é absorvida pela biomassa do biofilme e provoca morte
celular significativa causada por essa terapia fotodinamica.

Derivados de ftalocianinas ja foram testados contra diversos
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microrganismos que nao estao relacionados a doenga periodontal. Mantareva et
al. (2022a) testaram uma Ftalocianina de Paladio e uma de Zinco, ambas
fotoativadas com luz LED, frente a Flavobacterium hydatis, através do método
de difusdo em disco. A Ftalocianina de Zinco se mostrou mais eficaz na
fotoinativagdo dos isolados bacterianos quando comparada ao de Paladio,
porém ambos apresentaram bons resultados. Em teste semelhante, Mantareva
et al. (2022b) testaram as mesmas ftalocianinas frente a outra bactéria,
Aeromonas hydrophila, onde pode-se concluir que tanto a cepa resistente quanto
a sensivel podem ter seu crescimento inibido com o uso destas ftalocianinas em
concentragdes acima de 5 uM por irradiagdo com uma fonte de luz de 665 nm.

No estudo de Ziental et al. (2022), o complexo de Ftalocianina Paladio (I1),
ativado com luz na faixa de 730-740 nm emitida por painel de LEDs, apresentou
a maior atividade bactericida contra todos os microrganismos resistentes a
antibidticos estudados (Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Escherichia coli (cepa clinica), Candida auris (DSM 21092), Candida albicans
resistente ao fluconazol (ATCC 10231), Trichophyton rubrum e Trichophyton
mentagrophytes (ATCC 9533)).

Apesar de bons resultados, todos estes derivados de ftalocianinas
necessitam de ativacado por luz. A terapia fotodinAmica antibacteriana € uma
abordagem promissora para tratar infecgdes bacterianas resistentes aos

antibioticos, porém ainda requer mais ensaios clinicos (LIU et al., 2015).

5 CONCLUSOES

O Phtalox® 10.000uM foi tdo eficaz estatisticamente quanto a Clorexidina
0,12% na reducao da formacéo geral do biofilme multiespécie subgengival in
vitro. Inclusive para as bactérias do complexo vermelho P. gingivalis e T. forsythia,
patdgenos responsaveis pelo aumento da gravidade da doenga. Novos estudos
in vitro e in vivo devem ser realizados para determinar a eficacia do PHT como

um tratamento adjuvante para a doencga periodontal.

AGRADECIMENTOS



57

Os autores agradecem a Coordenacgéao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel
Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de Financiamento 001 e ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) — Processo

numero 131109/2021-9, pelo apoio financeiro.

REFERENCIAS

ARCHAMBAULT, L., et al. Understanding Lactobacillus paracasei and
Streptococcus oralis Biofilm Interactions through Agent-Based Modeling.
mSphere. Dec 22;6(6): e0087521, 2021.

BLOCH, S. et al. Nonulosonic acids contribute to the pathogenicity of the oral
bacterium Tannerella forsythia. Interface Focus. Apr 6;9(2):20180064, 2019.

CHENYY., et al. More Than Just a Periodontal Pathogen - the Research Progress
on Fusobacterium nucleatum. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology.
Feb 3; 12:815318, 2022.

DOBSON J., WILSON M. Sensitization of oral bacteria in biofilms to killing by
light from a low-power laser. Archives of Oral Biology; 37:883-887, 1992.

DONLAN, R.M. Role of biofilms in antimicrobial resistance. ASAIO Journal.
Nov-Dec; 46 (6): S47-52, 2000.

FERREIRA, E.; CAVALCANTI, P.; NOGUEIRA, D. ExpDes: An R Package for
ANOVA and Experimental Designs. Applied Mathematics, v. 5, p., 2952-2958,
2014.

FIGUEIREDO, L. C. et al. Propolis, Aloe Vera, Green Tea, Cranberry,
Calendula, Myrrha and Salvia Properties against Periodontal Microorganisms.

Microorganisms, v. 10, n. 11, p. 2172, 2022.

HAJISHENGALLIS, G. Periodontitis: from microbial immune subversion to



58

systemic inflammation. Nature Reviews Immunology. Jan;15(1):30-44, 2015.

HAQUE, M.M., et al. Advances in novel therapeutic approaches for periodontal
diseases. BMC Oral Health. Nov 15;22(1):492, 2022.

LIU Y., et al. Antibacterial photodynamic therapy: overview of a promising
approach to fight antibiotic-resistant bacterial infections. Journal of Clinical
and Translational Research. Dec 1;1(3):140-167, 2015.

LOESCHE, W.J. Role of Streptococcus mutans in human dental decay.
Microbiology Reviews. Dec;50(4):353-80, 1986.

MANTAREVA, V. et al. Palladium Phthalocyanines Varying in Substituents
Position for Photodynamic Inactivation of Flavobacterium hydatis as Sensitive

and Resistant Species. Current Issues in Molecular Biology. Apr
29;44(5):1950-1959, 2022a.

MANTAREVA, V. et al. Photodynamic Inactivation of Antibiotic-Resistant and
Sensitive Aeromonas hydrophila with Peripheral Pd (ll1)- vs. Zn (ll)-
Phthalocyanines. Biomedicines. Feb 5;10(2):384, 2022b.

MIRANDA, S. L. F. et al. Brazilian Red Propolis Reduces Orange-Complex
Periodontopathogens Growing in Multispecies Biofilms. Biofouling, v. 35, n. 3,
p. 308-19, 2019.

PENESYAN, A. et al. Three faces of biofilms: a microbial lifestyle, a nascent
multicellular organism, and an incubator for diversity. Biofilms and

Microbiomes, v. 7, n. 1, 10 nov. 2021.

PENG, X. et al. Oral microbiota in human systematic diseases. International

Journal of Oral Science, v. 14, n. 1, p. 1-11, 2 mar. 2022.

POLETI, M. L. et al. Use of mouthwash and dentifrice containing an



59

antimicrobial phthalocyanine derivative for the reduction of clinical symptoms of
COVID-19: a randomized triple-blind clinical trial. Journal of Evidence-Based
Dental Practice. 22, p. 101777, 2022.

RAMS, T. E., DEGENER, J. E., van WINKELHOFF A. J. Antibiotic Resistance in
Human Chronic Periodontitis Microbiota. Journal of Periodontology. 85 (1),
160-9., 2014.

RAO H., et al. Approaches for Mitigating Microbial Biofilm - Related Drug
Resistance: A Focus on Micro- and Nanotechnologies. Molecules. Mar
26;26(7):1870, 2021.

SEDGHI L.M., BACINO M., KAPILAY.L. Periodontal Disease: The Good, The
Bad, and The Unknown. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. v.
7; 11:766944, 2021.

SETTEM, R.P. Fusobacterium nucleatum and Tannerella forsythia induce
synergistic alveolar bone loss in a mouse periodontitis model. Infection and
Immunity Journal. Jul;80(7):2436-43, 2012.

SOARES, G. M. S., et al. Effects of Azithromycin, Metronidazole, Amoxicillin,
and Metronidazole plus Amoxicillin on an In Vitro Polymicrobial Subgingival
Biofilm Model. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 59, n. 5, p. 2791—
98, 2015.

SOCRANSKY, S. S,, et al. Microbial Complexes in Subgingival Plaque. Journal
of Clinical Periodontology, vol. 25, n. 2, p. 134-44, 1998.

STEFANO, M. et al. Impact of Oral Microbiome in Periodontal Health and
Periodontitis: A Critical Review on Prevention and Treatment. International

Journal of Molecular Sciences, vol. 23, no 9, p. 5142, 2022.

TEODORO, G. R. et al. PHTALOX® antimicrobial action and cytotoxicity: in vitro



60

study. J Dent Res 99(Speclss A): abstract number, 0839, 2020
IADR/AADR/CADR General Session (Washington, D.C., USA).

URUEN C., et al. Biofilms as Promoters of Bacterial Antibiotic Resistance and
Tolerance. Antibiotics. Dec 23;10(1):3, 2020.

WOQOD, S. et al. An in vitro study of the use of photodynamic therapy for the
treatment of natural oral plaque biofilms formed in vivo. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology; 50:1-7, 1999.

ZIENTAL D. et al. Zinc (ll), Palladium (ll), and Metal-Free Phthalocyanines
Bearing Nipagin-Functionalized Substituents against Candida auris and Selected
Multidrug-Resistant Microbes. Pharmaceutics. 12;14(8):1686, 2022.



61

4 CONCLUSOES

Embora o Phtalox® ndo tenha apresentado bons resultados no teste da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) contra os microrganismos testados e nas
condi¢cbes do método, os testes de toxicidade in vivo utilizando o modelo de G.
mellonella revelaram que o produto nao € téxico, mesmo em altas dosagens.
Além disso, por meio desse mesmo modelo, observou-se que o Phtalox® ndo
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle Clorexidina quando
exposto ao microrganismo S. aureus.

Vale ressaltar que o Phtalox® 10.000uM foi estatisticamente tdo eficaz
quanto a Clorexidina 0,12% na redugcdo da formacao geral do biofiime
multiespécie subgengival in vitro, inclusive contra as bactérias do complexo
vermelho P. gingivalis e T. forsythia, patdgenos responsaveis pelo agravamento
da doenca periodontal.

Diante disso, sugere-se a realizagdao de novos estudos tanto in vitro
quanto in vivo para determinar a eficacia do Phtalox® como tratamento adjuvante
para a doenga periodontal. Essas investigagdes adicionais s&o cruciais para
aprimorar nossa compreensdo sobre o potencial terapéutico do Phtalox® e,
potencialmente, oferecer novas opcdes de tratamento para a doenca periodontal.
A abordagem de considerar diferentes modelos de estudo permite uma analise
mais abrangente de sua eficacia e segurancga. Portanto, € fundamental
pesquisas para investigar novos compostos antimicrobianos, visando contribuir
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais efetivas e direcionadas

para o combate de doencas.
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5 PRODUTOS E COLABORAGCOES

Durante os 24 meses do periodo de mestrado recebi bolsa, por isso, fiz
questao de aproveitar todas as oportunidades possiveis que a universidade e o
Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias Biologicas ofereceram.

Atuei no Museu de Memodria e Patriménio da UNIFAL-MG, no espaco
Ciéncia, como monitora dos projetos “Macrocélula” e “Construindo células”
recebendo alunos das escolas da regido de ensino médio e fundamental | e Il.
Além da experiéncia profissional como professora que adquiri, também
houveram produtos gerados. Trés artigos estdo sendo escritos sobre os projetos
do museu, que serdo submetidos em revistas brasileiras qualis A1. Outros trés
trabalhos foram apresentados, na forma de apresentacéao oral, no “1° Congresso
Internacional Multidisciplinar”.

Fui coorientadora da iniciacdo cientifica da aluna Vitéria Capuano
intitulada “Estudo da atividade antimicrobiana de extratos fungicos para posterior
aplicacao em diferentes segmentos industriais” pelo edital 17/2021 da chamada
estendida para submissdo de planos de trabalho de iniciagdo cientifica e
iniciacao tecnoldgica do PIBICT/FAPEMIG. Além da bolsa de iniciagao cientifica
vinculada a chamada MAI/DAI 2020 - Chamada CNPq N° 12/2020, com o projeto
"Determinagdo da atividade antimicrobiana e da toxicidade do Phtalox® em
modelos in vitro e in vivo", do aluno Leonardo Pereira de Araujo.

Participei como coorientadora do trabalho de conclusao de curso da aluna
Sidineia Evangelista Bento Araujo intitulado “Composicdo quimica, atividade
biolégica e toxicidade in vivo do extrato etandlico de geopropolis da abelha
Trigona sp”.

Logo apés o meu exame de qualificagdo, fui banca do trabalho de
conclusdo de curso da aluna Larissa Almeida Sales, intitulado “Efeito do
tratamento materno com sertralina e amitriptilina durante a gestacdo no
comportamento e na fertilidade da prole adulta de camundongos Swiss”.

Como resultado das pesquisas realizadas com o Phtalox®, os artigos aqui
expostos serdo publicados. E parte da pesquisa sera apresentada em setembro
na “40% Reunido anual da Sociedade Brasileira de Pesquisas Odontologica
(SBPqO).
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Além disso, colaborei nos seguintes trabalhos que em breve serao
publicados:
- “Desenvolvimento de snacks saudaveis enriquecidos com propolis organica
microencapsulada: avaliagdo das propriedades bioldgicas, bioacessibilidade,
transporte celular e acédo prebidtica”, da doutoranda Ana Sofia Martelli Chaib
Saliba.
- “Caracterizagao quimica e atividade antimicrobiana em modelos in vitro e in
vivo de Galleria mellonella do extrato etandlico de geoprépolis de Melipona
marginata”, do mestre Namuhell Oliveira da Silva.
- “Estudo quimico e biolégico de Eugenia florida (Myrtaceae)”, da mestranda
Sabrinna Maia Teixeira Souto.
- “Avaliagao da atividade antioxidante e dos constituintes majoritarios de extratos
de Lasiodiplodia sp., apés otimizacdo do meio de cultivo”, do mestrando Lucas
Silva Tironi.
- “Avaliagao da atividade antimicrobiana pelo método do agar em bloco de fungos
endofiticos isolados do café (Coffea arabica)’, do graduando em biologia
Guilherme dos Reis Carvalho.

E por fim, fui selecionada como “Jovem Embaixador 2023” da Sociedade
Brasileira de Microbiologia, ganhando uma participagcdo no 32° Congresso

Brasileiro de Microbiologia, que este ano acontecera em Foz do Iguacgu.
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