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RESUMO

As bactérias t€ém uma tendéncia natural a desenvolver comunidades de células rodeadas por
uma matriz de polissacarideo chamada de biofilme. Biofilmes sdo formados nas superficies dos
dentes (placa dentaria) e sdo o principal fator etioldgico para a maioria dos problemas dentarios
como a carie, gengivite, periodontite e infeccdes endoddonticas. Com relagdo as infecgdes
endodonticas, as bactérias sdo os principais agentes causadores de alteracdes pulpares e
periapicais, sendo responsaveis pela alta incidéncia de retratamento de canal na clinica
odontologica, sendo a espécie Enterococcus faecalis, o principal agente causador deste tipo de
comprometimento. Neste contexto, a pesquisa de novos compostos capazes de prevenir ou
erradicar biofilmes orais foi intensificada junto a essa bactéria. Este estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana do complexo de ruténio [RuCl(dppb)(NO)2] com e sem
irradiacdo de luz de led azul (463 nm) sobre as bactérias Enterococus faecalis ATCC 10100 e
Enterococus faecalis ATCC 19433. A atividade antibacteriana foi estabelicida através da
determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima
(MBC). O efeito antibiofilme foi determinado através do método de coloracdo cristal violeta
(CV) e contagem de células viaveis (UFC), tanto para inibi¢do da formag¢ao de biofilmes, quanto
para biofilmes pré-formados. Em placas de 96 pocos de microtitulagdo, as bactérias foram
semeadas em diferentes concentracdes do complexo (125 a 1,9 pg/mL), e incubadas durante
24h a 37°C sob pressao atmosférica, com 5% de CO,. Os resultados mostraram que complexo
[RuCl(dppb)(NO):] quando irradiado por luz, apresentou CIM de 3,9 ng/mL, e CBM entre 3.9
e 7,8 ug/mL, para ambas as bactérias, no entanto, na auséncia de luz, os valores da CIM foram
entre 7,8 e 15,6 pg/mL e da CBM entre 15,6 e 31,2 pg/mL. No que diz respeito a formagao de
biofilme, em geral, o complexo inibiu entre 81 a 100% a formacdo de biomassa e o nimero de
células viaveis foi reduzido entre 1 e 4,7 log UFC/mL. Para biofilmes pré-formado, observou-
se reducdo da biomassa entre 15 a 97% e diminuicdo no numero de UFCs entre 1 a 2 log.
Concluiu-se que complexo [RuCl(dppb)(NO)2] ¢ um possivel antimicrobiano com potencial de
controle do crescimento microbiano e da reducao de biofilmes orais envolvendo a espécie

Enterococcus faecalis

Palavras-chave: Enterococcus faecalis; tratamento endodontico; complexo de ruténio; terapia

fotodinamica.



ABSTRACT

Bacteria have a natural tendency to develop communities of cells surrounded by a
polysaccharide matrix called a biofilm. Biofilms are formed on the surfaces of teeth (dental
plaque) and are the main etiologic factor for most dental problems such as caries, gingivitis,
periodontitis and endodontic infections. Regarding endodontic infections, bacteria are the main
agents causing pulp and periapical alterations, being responsible for the high incidence of root
canal retreatment in the dental clinic, with the species Enterococcus faecalis, the main agent
causing this type of impairment. In this context, the search for new compounds capable of
preventing or eradicating oral biofilms was intensified with these bacteria. This study aimed to
evaluate the antimicrobial activity of the ruthenium complex [RuCl(dppb)(NO)2] with and
without irradiation of blue LED light (463 nm) on the bacteria Enterococcus faecalis ATCC
10100 and Enterococcus faecalis ATCC 19433. Antibacterial activity was determined by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC). The antibiofilm effect was determined using the crystal violet (CV) and
viable cell count (CFU) method, both for inhibition of biofilm formation and for preformed
biofilms. In 96-well microtiter plates, the bacteria were seeded at different concentrations of
the complex (125 to 1.9 pg/mL), and incubated for 24 h at 37°C under atmospheric pressure,
with 5% CO2. The results showed that [RuCl(dppb)(NO)2] complex, when irradiated by light,
presented MIC of 3.9 ug/mL, and CBM between 3.9 and 7.8 pug/mL, for both bacteria, in the
however, in the absence of light, MIC values were between 7.8 and 15.6 ug/mL and CBM
between 15.6 and 31.2 pg/mL. With regard to biofilm formation, in general, the complex
inhibited between 81 and 100% the formation of biomass and the number of viable cells was
reduced between 1 and 4.7 log CFU/mL. For pre-formed biofilms of both species, there was a
reduction in biomass between 15 and 97% and a decrease in the number of CFUs between 1
and 2 log. It was concluded that the complex [RuCl(dppb)(NO)2] is a possible potential
antimicrobial in the control of microbial growth and in the reduction of oral biofilms involving

the species Enterococcus faecalis.

Keywords: Keywords: Enterococcus faecalis; endodontic treatment; ruthenium complex;

photodynamic therapy.



RESUMEN

Las bacterias tienen una tendencia natural a desarrollar comunidades de células rodeadas por
una matriz de polisacaridos llamada biopelicula. Las biopeliculas se forman en la superficie de
los dientes (placa dental) y son el principal factor etiologico de la mayoria de los problemas
dentales como caries, gingivitis, periodontitis e infecciones endodonticas. En cuanto a las
infecciones endodonticas, las bacterias son los principales agentes causantes de alteraciones
pulpares y periapicales, siendo las responsables de la alta incidencia de retratamiento de
conductos en la clinica odontologica, siendo la especie Enterococcus faecalis el principal agente
causante de este tipo de afectacion. En este contexto, se intensifico la busqueda de nuevos
compuestos capaces de prevenir o erradicar las biopeliculas orales con estas bacterias. Este
estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana del complejo de rutenio
[RuCl(dppb)(NO)2] con y sin irradiacion de luz LED azul (463 nm) sobre las bacterias
Enterococus faecalis ATCC 10100 y Enterococus faecalis ATCC 19433. La actividad
antibacteriana se determind determinando la concentracion inhibitoria minima (MIC) y la
concentracion bactericida minima (MBC). El efecto anti biopelicula se determind utilizando el
método de cristal violeta (CV) y recuento de células viables (CFU), tanto para la inhibicion de
la formacion de biopeliculas como para biopeliculas preformadas. En placas de microtitulacion
de 96 pocillos, las bacterias se sembraron a diferentes concentraciones del complejo (125 a 1,9
ug/mL), y se incubaron durante 24 h a 37° C bajo presion atmosférica, con 5 % de CO2. Los
resultados mostraron que el complejo [RuCl(dppb)(NO)2], al ser irradiado con luz, present6
MIC de 3.9 pg/mL, y CBM entre 3.9 y 7.8 ng/mL, para ambas bacterias, sin embargo, en
ausencia de luz, los valores de MIC estuvieron entre 7,8 y 15,6 pg/mLy CBM entre 15,6 y 31,2
pg/mL. Con respecto a la formacion de biopeliculas, en general, el complejo inhibid entre un
81 y un 100% la formacion de biomasa y el nimero de células viables se redujo entre 1 y 4,7
log UFC/mL. Para las biopeliculas preformadas de ambas especies, hubo una reduccion en la
biomasa entre 15y 97 % y una disminucion en el nimero de UFC entre 1 y 2 log. Se concluy6
que el complejo [RuCl(dppb)(NO)2] es un posible antimicrobiano potencial en el control del
crecimiento microbiano y en la reduccién de biopeliculas orales que involucran a la especie

Enterococcus faecalis.

Palabras clave: Enterococo faecalis; tratamiento de endodoncia; complejo de rutenio; terapia

fotodinamica.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral apresenta-se como um local favoravel ao desenvolvimento e
proliferacdo de diversos microrganismos. Sua morfologia contempla nichos que possuem
diferentes concentragdes de oxigénio que favorece o crescimento de bactérias, arqueas, fungos,
virus e protozoarios (GERMANO, 2018). Ademais, possui diferentes concentracdes de pH,
osmolaridade e nutrientes o que contribui para interagdoes da microbiota (AAS et al., 2005; XU
et al., 2015).

Assim, a cavidade oral se transforma em um local ideal para crescimento e
interagdes entre microrganismos o que favorece a disseminagdo de doengas, como a carie
(PASTER et al., 2001). Considerada uma das doengas de maior incidéncia na populagao
humana e um dos maiores desafios da Odontologia, ¢ responsavel pela maioria das indicagdes
de tratamentos endodonticos e exodontias (LOE e & BROWN, 1993).

Classificada como uma doenca biofilme acucar dependente de alta prevaléncia,
onerosa ¢ que compromete a saide e bem-estar de adultos e criangas (KLEIN et al., 2015), a
carie estd associada a fatores socioecondmicos, comportamentais, educacionais, ambientais,
fisicos e biologicos (SELWITZ; ISMAIL; PITTS, 2007). Assim, configura-se como um
problema de satde pubica possuindo custos para o tratamento e por afetar a socializagdo dos
individuos (BOING et al., 2014).

O desenvolvimento da lesdo cariosa comeca com a presenca de bactérias
acidogénicas na superficie dentaria. Essas bactérias, como o Streptococcus mutans, tem a
capacidade de produzirem acidos organicos a partir do metabolismo dos carboidratos (LEMOS
et al., 2013). Essa producao de 4cidos provoca uma redug@o no pH e como consequéncia ha
uma perda de calcio e ions fosfato da estrutura de hidroxiapatita do esmalte do dente (SOET;
NYVAD; KILIAN, 2000; TAKAHASHI; NYVAD, 2008; CUMMINS, 2013).

Iniciado o processo de desmineralizagdo e consequente progressdo da perda de
estrutura do esmalte do dente, se ndo tratada, a carie avanca, ultrapassa a dentina e alcanga a
polpa dentaria, provocando alteragdes pulpares e periapicais. Desse modo, os dentes que
deixaram de ser restaurados em um determinado momento necessitam de um tratamento menos
conservador, como o tratamento endodontico ou até mesmo exodontia (NACIF; ALVES, 2010;
SOUSA, 2013).

O tratamento endodontico, em especifico, consiste no preparo quimico-mecanico e
selamento do canal com a finalidade de proporcionar eliminacao total ou significativa de

microrganismo patogénicos visando evitar sua posterior recontaminacao (SANTI, 2015;
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LEONARDO; LEAL, 1998). Dentre os patégenos comuns nas infecgdes endodonticas as
bactérias sdo os principais agentes causadores de alteragdes pulpares e periapicais, seja como
agentes causais primarios ou como agentes secundarios (NACIF; ALVES, 2010).

As técnicas empregadas na Endodontia incluem desbridamento mecanico,
modelagem dos sistemas de canais radiculares (SCR), irrigacdo intracanal com agentes
antimicrobianos e medicacoes intracanais (SIQUEIRA, 2001). Assim, a remoc¢ao do contetdo
dos canais infectados ¢ essencial, porém pode ser dificultada pela morfologia complexa do SCR,
ou seja, canais laterais, acessorios e deltas apicais, resultando na persisténcia de bactérias no
interior desses canais (REIS et al., 2018).

Dentre as bactérias que prevalecem apds o tratamento endoddntico temos a
Fusobacterium nucleatum, Propionibacterium e a Enterococcus faecalis que mantém o foco de
infeccdo sendo necessario uma reintervengdo, ou seja, um retratamento endodontico
(NARAYANAN; VAISHNAVI, 2010). Esses microrganismos conseguem escapar das medidas
de desinfec¢do do SCR porque possuem a capacidade de formar biofilme, conseguem se
localizar em areas inacessiveis as técnicas de instrumentagdo do canal radicular, podem se
associar (sinergismo), apresentam a capacidade de expressar genes de sobrevivéncia e ativar
vias metabolicas alternativas (PASSOS, 2014).

Embora as infec¢des endodonticas tenham causas polimicrobianas, Enterococcus
faecalis é o principal microrganismo associado ao insucesso endodéntico. E considerada como
a principal espécie envolvida nesse processo, uma vez que esta associada a uma alta prevaléncia
nos casos de insucesso de tratamentos endodonticos (NACIF; ALVES, 2010). A manutenc¢do da
infeccdo por essa espécie bacteriana estd diretamente relacionada a sua resisténcia aos
procedimentos intracanais de desinfec¢do, sendo predominantes em infecgdes refratarias ou
persistentes (PASSOS, 2014).

Nesse contexto, os principais fatores associados a espécie E. faecalis, que
contribuem para sua elevada prevaléncia de fracasso de tratamentos endoddnticos sdo
principalmente a resisténcia ao hidréxido de calcio e a outros antimicrobianos utilizados como
medicacao intracanal, a adaptacao a condigdes de estresse ambiental e a baixa disponibilidade
de nutrientes, além de seus fatores de viruléncia (NACIF; ALVES, 2010).

Ademais, outro importante fator de viruléncia ¢ a formacdo de biofilmes pelas
bactérias que sobrevivem ao preparo quimico-mecanico e persistem mesmo apos a obturagao
do canal estimulando a manutencao da contaminagdo (PRABHAKAR; HADAKAR; RAJU,
2012). Essas infecgdes persistentes derivam de tratamentos primarios inadequados ou agentes

quimicos ineficientes (TZANETAKIS et al., 2015; ZAKARIA et al., 2014; SAKAMOTO et al.,
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2008).

Neste cenario, a busca por outros agentes antimicrobianos mais eficazes, que
exercam algum controle sobre a proliferagdo microbiana, ¢ de suma importancia, tendo em vista
sua utilizagdo em processos endodonticos com maiores chances de sucesso, evitando-se assim
o retratamento. O elemento ruténio (Ru) apresenta-se como uma fonte potencial para o
desenvolvimento de complexos (compostos) com varias propriedades bioldgicas incluindo
atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2010; SOUSA et al., 2016; ABREU et al., 2017,
SOUSA et al., 2018; da SILVEIRA CARVALHO et al., 2017).

O Ruténio ¢ classificado com um elemento de transicdo, ou seja, esta localizado
entre os metais alcalinos-terrosos e os semimetais, além disso, apresenta boa estabilidade,
possui propriedades bioldgicas com a¢do antimicrobiana, antiparasitdria e anticancerigena.
Essas propriedades sdo permitidas em virtude da sua capacidade de ligar-se fortemente a acidos
nucleicos e proteinas. Apresenta ainda capacidade de liberar NO por irradiacdo quando
submetido a presenca de luz. Nessa discussdo, ¢ importante salientar que os complexos de metal
tendo o ruténio como elemento central, possuem a capacidade de terem seus efeitos bioldgicos
potencializados quando irradiados por luz, algo também conhecido como fototerapia dindmica
(ABREU et al., 2017).

A terapia fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy) ¢ uma técnica que
utiliza uma fonte de luz associada a um agente fotossensibilizador e ao oxigénio para a
eliminagdo de microrganismos. O uso da PDT mostra-se promissor em diversas areas da saude
humana. Em Odontologia, a grande maioria dos processos patoldgicos estdo associados a
microrganismos e a PDT apresenta-se como uma terapia com inimeras vantagens (EDUARDO,
2015).

Nesse contexto, buscam-se novas alternativas como forma de controlar/eliminar
esses microrganismos envolvidos nesse tipo de infec¢do. Assim, podemos langcar mao das
técnicas ja existentes associadas a produtos e terapias que permitam um maior alcance e eficacia
para impedir recontaminacdes do SCR. Este trabalho consistiu em analisar a acdo do complexo
de ruténio [Ru(dppb)NO:], quando irradiado por luz azul, sobre as células planctonicas e de
biofilmes formados e pré-formados das cepas Enterococus faecalis ATCC 10100 e Enterococus
faecalis ATCC 19433.

Para isso, além da pesquisa bibliografica que fundamentou este trabalho, os
resultados foram obtidos através de andlises laboratoriais que consistiram nas seguintes etapas:
cultivo dos microrganismos; uso da terapia fotodinamica na avaliacdo da atividade

antibacteriana de células planctonicas; determinagdo da concentra¢ao inibitoria minima (CIM)
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e concentragcdo bactericida minima (CBM). O efeito antibiofilme foi analisado através do
método de coloragdo cristal violeta (CV) e contagem de células vidaveis (UFC), tanto para
inibicao da formacao de biofilmes, quanto para biofilmes pré-formados.

Os complexos de ruténio possuem eficicia comprovada como agentes
antimicrobianos (ALLARDYCE, DYSON, 2001) e a PDT possui caracteristicas vantajosas
quando comparada aos fArmacos tradicionais, surgindo como uma possibilidade promissora em
Endodontia, visto que possui potencial antimicrobiano comprovado, ndo promove resisténcia
microbiana como os tratamentos com antimicrobianos tradicionais, € uma técnica de facil

aplica¢do, baixo custo e indolor para o paciente (SILVA, 2010; EDUARDO, 2015).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Biofilmes bacterianos

2.1.1 Aspectos historicos

A compreensdo dos problemas de satide humana ao longo da histéria evolutiva
passou por diversas limitagdes de explicagdes. No entanto, as percepcdes e compreensoes das
doencas a partir da evolucao da ciéncia e da produgao cientifica, permitiu uma busca e aquisi¢ao
de novos conhecimentos que contribuiram para o bem-estar da humanidade. Assim, entender a
dindmica da relagdo do homem com os microrganismos se caracteriza como um sistema
continuo de investigacdo na busca de prevencao e controle de enfermidades.

A associagdo entre doengas e contaminacdo por microrganismos ¢ reconhecida
como um problema de satde publica e um desafio global pela Organizacdo Mundial da Satde
(OMS). Do mesmo modo que os humanos evoluiram, se adaptaram e ampliaram sua area
distribuigdo, as espécies de patdogenos/microrganismos também passaram por adaptagdes que
lhes permitiram explorar diversos ambientes, inclusive o corpo humano e as bactérias sao
pioneiras em se relacionar com quase todos os seres vivos (UJVARI, 2008; BARBOSA, 1999).

As bactérias sdo organismos unicelulares que habitam diversos ecossistemas. No
corpo humano, algumas agem como promotoras de satde, como as do género Lactobacillus,
contudo ha as causadoras de processos infecciosos, a exemplo o género Enterococcus
(BARBOSA, 1999). Por muitos anos, acreditou-se que esses microrganismos viviam sob a
forma planctonica, ou seja, como células de vida livre, dispersas no meio, todavia, no contexto
contemporaneo, sabe-se que a maioria vive agrupados em forma de biofilmes (GIAOURIS et
al., 2015).

Esse modo de organizacdao bacteriana na forma de biofilme foi registrado pela
primeira vez por Antonie van Leeuwenhoek no século XVII, por meio de um microscopio de
lentes simples ao examinar a diversidade de microrganismos em placas dentdrias. Ao realizar
essa observacdo Leeuwenhoek verificou que as bactérias predominavam de forma agrupada ao
invés de planctonica (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; COSTERTON;
WILSON, 2004). Condi¢des semelhantes foram observadas por Claude Zobell, em 1943, ao
demonstrar que agregados microbianos marinhos se associavam a superficies de cascos de
navios, vidros, metais e plasticos (MENOITA et al., 2012).

Além disso, em 1964, Ralph Mitchell observou pela primeira vez os estagios
iniciais da formagdo do biofilme. Essas evidéncias motivaram o microbiologista canadense

John William Bill Costerton, a estudar os agregados bacterianos e entdo em 1978 foi utilizado
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o termo biofilme pela primeira vez para explicar essa associacdo das bactérias a superficies
bioticas de abidticas (MENOITA et al., 2012).

Na literatura académica, a partir da década de 1980, apontava que,
aproximadamente, 95% a 99% dos microrganismos presentes em ambientes naturais
apresentavam-se organizados formando estruturas agregadas mergulhados em um meio que
funcionava como uma matriz. No entanto, persistia a ideia de que a formagao do biofilme
ocorria a partir da incorporacao de células de forma casual nessa matriz polimérica extracelular
(COSTERTON; WILSON, 2004).

O entendimento do padrdo de formacao do biofilme s6 foi possivel nos anos 1990
devido a introdugdo da microscopia confocal de varredura a laser. Essa técnica possibilitou
novos estudos no campo dos biofilmes bacterianos compreendendo desde sua formagao e
regulacdao, bem como os mecanismo envolvidos na sua resisténcia (COSTERTON; WILSON,
2004; POST et al., 2011).

Diversos sdo os estudos sobre a caracterizagdo morfologica e bioquimica dos
biofilmes e sua associagdo com infec¢des humanas. Essa associagdo ¢ marcada por
enfermidades cronicas e pela resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos. Ainda na
década de 1990 muitas pesquisas foram realizadas com o intuito de investigar a etiologia,
prognostico e eficiéncia dos tratamentos das infec¢des cronicas a partir de analises da formagao
de biofilmes (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; COSTERTON; WILSON,
2004). Assim, os resultados dos estudos evidenciaram que apesar dos biofilmes de diferentes
ecossistemas apresentarem semelhanca estrutural basica, cada biofilme pode ser considerado
unico, uma vez que suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas estdo intimamente
relacionadas ao microrganismo que a compdem (DAVEY; OTOOLE, 2000).

Nesse contexto, o conceito estabelecido de biofilme o define como comunidades
microbianas complexas, compostas por células fortemente aderidas a um substrato ou entre si,
embebidas em uma matriz polimérica extracelular produzida pelo metabolismo dos proprios
microrganismos. Fenotipicamente, esses microrganismos apresentam caracteristicas distintas
em relacdo a taxa de crescimento e a transcricdo de genes quando comparados aos
microrganismos em estado planctonico (XU; MCFETERS; STEWART, 2000; FLEMMING;
WINGENDER, 2010; ABEE et al., 2011; ERRIU et al., 2014).
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2.1.2 Formacgdo de biofilme

Essa organizacdo das bactérias em comunidade estruturada de células embebidas
em uma matriz polimérica autoproduzida e aderente a uma superficie inerte ou viva se forma a
partir de um alto nivel de associacdo microbiana e essa agrega¢do depende da dindmica das
bactérias com o ambiente e seu habitat. O processo de desenvolvimento dos biofilmes ¢
complexo e apresenta uma cronologia de formacao criteriosa (DANNE; DRAMSI, 2012).

As células bacterianas podem ser encontradas na forma livre ou agrupadas. Quando
encontradas de modo disperso sdo classificadas de células planctonicas e as que estdo agregadas
na forma de biofilme sdo identificadas como sé€sseis. Na natureza, a disposi¢do predominante ¢
a forma séssil, ou seja, organizacdo em comunidades microbianas. Desta feita, considera-se que
aproximadamente 99% dos microrganismos do planeta vivam em comunidades (DONLAN,
2002; COSTERTON; WILSON, 2004; COGAN, 2006).

A formacao do biofilme ¢ determinada por quatro etapas bem definidas e que segue
uma sequéncia: Estdgio 1 — Adesao a superficie: relacionada as interagdes fisico-quimicas nao
especificas do microrganismo com a superficie. Estagio 2 — Formagao de microcolonias: fase
que ocorre a multiplicagdo de células somadas a agregacdo célula-célula, produgdo de mais
matriz polimérica extracelular resultando na formac¢do de colonias organizadas em
multicamadas e desenvolvimento da arquitetura do biofilme maduro. Estadgio 3 — Formacgao de
macrocodlonias: fase onde ha o desenvolvimento da espessura maxima do biofilme com toda sua
organizagdo estrutural funcionando como um sistema de troca de nutrientes, oxigénio e
metabolitos. Estdgio 4 — Dispersdo: estagio onde as células ou microcolonias sdo liberadas a
porque biofilme maduro ndo ¢ mais favoravel a sua manutencdo (SALWICZEK et al., 2014;

DAVIES, 2003).

Figura 1 — Etapas do desenvolvimento do biofilme bacteriano.
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Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2017). Sequéncia de desenvolvimento do biofilme bacteriano. Estagio 1: Adesdo
a superficie; Estagio 2: Formagao de microcolonias; Estagio 3: Formag@o de macrocolonias; Estagio 4:Dispersao.
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O modo como o microrganismo se adere a superficie ¢ um estagio essencial para a
formagao do biofilme (DUNNE, 2002). A caracteristica da superficie ¢ um fator que pode
favorecer o processo de adesdo inicial, visto que superficies solidas e com maior rugosidade
aumentam a extensdo da coloniza¢do microbiana. Isso ocorre porque ha uma maior superficie
de contato em 4areas irregulares e também as forcas de cisalhamento sdo diminuidas
(CHARACKLIS; MCFETERS; MARSHALL, 1990; DONLAN, 2002).

As caracteristicas das superficies rigidas e rugosas diferem do meio aquoso. O meio
aquoso apresenta fatores, como pH, temperatura, interagdes idnicas e disponibilidade de
nutrientes que se relacionam diretamente com a taxa de liga¢cdo microbiana comprometendo o
processo de adesao (COWAN; WARREN; FLETCHER, 1991; DONLAN; PIPES; YOHE, 1994.

A fase de adesdo também sofre interferéncia dos fatores fisico-quimicos. Quando
um microrganismo se fixa a uma superficie abidtica uma interacao do tipico inespecifica ¢
formada por meio das ligacdes eletrostatica de Van der Walls. Em contrapartida, os
microrganismo que se aderem as superficies bidticas participam de mecanismo moleculares
especificos possibilitado por moléculas de adesao celular, como as adesinas, pili ou fimbrias
(DUNNE, 2002; DONLAN, 2002; AGARWAL; SINGH; JAIN, 2010).

Apds a adesdo inicial as células bacterianas apresentam uma predisposi¢cdo a se
agruparem e entdo comecam a produzir matriz de substincias poliméricas extracelulares
hidratadas que podem variar as propriedades fisicas e quimicas. Essa matriz ¢ composta
sobretudo por polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos, lipidios e agua DONLAN, 2002;
BATONI et al., 2011; FLEMMING; WINGENDER, 2010; (KLEIN et al., 2015).

A funcdo dessa matriz extracelular ¢ garantir estabilidade mecanica, protegdo,
adesdo e coesdo microbiana para os microrganismos que formam o biofilme. Ajuda a moldar a
heterogeneidade espacial, metabolica e microambiental do biofilme. Ademais, a dgua dessa
matriz faz canais no interior do biofilme que hidrata os nutrientes e facilita a acdo de enzimas
que promovem a degradacdo de compostos toxicos que podem afetar de modo negativo os
microrganismos da comunidade (FLEMMING; WINGENDER, 2010; HOURY et al., 2012;
WILKING et al., 2013).

Conforme o biofilme se desenvolve outros microrganismos se aderem, movimento
este chamado de coadesdo ou coagregacao. Esses microrganismos que se agregaram de modo
secundario podem ser de outras espécies e entdo esse biofilme se caracteriza como multiespécie,
a exemplo sdo os biofilmes da cavidade oral (RICKARD et al., 2006; KOLENBRANDER,
2010; ELIAS; BANIN, 2012; RODER; SORENSEN; BURMO@LLE, 2016. A correlagdo entres

as diferentes espécies em um biofilme permite algumas vantagens, como o aumento da
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resisténcia a antimicrobianos ¢ o aumento da viruléncia (MAH; O’TOOLE, 2001; ELIAS;
BANIN, 2012; PASTAR et al., 2013; RODER; SORENSEN; BURM@LLE, 2016).

No decorrer do processo de formacgao do biofilme as bactérias mantém um sistema
de comunicacdo com atuacdo intra e intercelular, definido como quorum sensing. Esse
mecanismo potencializa a efetividade do biofilme, garantindo adaptacdo rapida a mudangas
ambientais, a nutri¢do e a adesao celular. Além disso, promove um sistema de comunicagao por
meio de autoindutores (LI; TIAN, 2012; READING; SPERANDIO, 2006).

Essa comunicagdo controlada por moléculas quimicas denominadas de
autoindutores favorece a comunicagdo célula a célula. Quando os autoindutores atingem um
limiar critico, as bactérias alteram a expressdao génica como resposta ao sinal (READING;
SPERANDIO, 2006; KELLER; SURETE, 2006). Entre as vias de sinalizagdo, Reading e
Esperanto (2006) indicam trés vias, uma utilizada por bactérias Gram-positivas, outras por
Gram-positivas e uma terceira via que seria universal.

Por conseguinte, com base na literatura apresentada ¢ notdria a organizagao do
processo de formacao do biofilme e como os fatores fisico-quimicos operam de forma conjunta
para regular os mecanismos de cada fase de formagdo. Na ultima etapa, quando o biofilme
atinge seu apice de desenvolvimento, acontece uma dispersdo, isso significa que ha uma
liberacdo dos microrganismos mais superficiais para sua forma planctonica. Assim, essas
bactérias estdo livres para colonizar novos ambientes e superficies, reiniciando a formagdo de

novos biofilmes (DUNNE, 2002; DAVIES, 2003).

2.1.3 Biofilme e patologias associadas

A doenga faz parte da dinamica vital e se inscreve em todos os setores da relacao
do homem com a natureza e dos homens ente si (ALBUQUERQUE, 2007). H4 microrganismos
instalados em diversas partes do corpo humano. Para Jenkinson e Lamont (2005) a maioria
desses microrganismos que habitam o corpo humano sdo bactérias, cuja populagdo ¢ dez vezes
maior que o niumero de células humanas.

As bactérias podem ser encontradas em um conjunto de variedades de superficies,
habitats, tecidos vivos, ambientes marinhos, sistema de tubulacdo de dgua e também em
dispositivos odontologicos, médicos e/ou industriais. Desse modo, se hé bactérias ha produgao
de biofilmes AKCALI et al., 2013; O’DONNELL et al., 2015; WILLCOX, 2013; LOPEZ;
VLAMAKIS; KOLTER, 2010).

Nesse sentido, os biofilmes possuem capacidade de colonizar o organismo humano
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e uma vez instalados sd3o agentes causadores de diversas patologias, como infec¢des do trato
urinario, otite média, carie, gengivite, periodontite, estomatite associada a protese, peri-
implantite, endocardite microbiana e fibrose cistica, entre outras enfermidades DONLAN;
COSTERTON, 2002; DAVIES, 2003; KOLENBRANDER et al., 2010; YASSIN et al., 2016;
ZHENG et al.,2015). Assim, por apresentarem relacdo direta com a etiologia de diversas
infecgoes, os biofilmes possuem grande importancia clinica devido aos danos causados a satude
(HOIBY, 2011).

Segundo o centro de pesquisa biomédica National Institutes of Health (NIH), mais
de 80% das infeccdoes microbianas sdao associadas com biofilmes (COGAN, 2006;
WIDGEROW, 2008; HOIBY, 2011; MURPHY et al., 2013). Os dispositivos de uso médico,
como os cateteres, protese dentais e aparelhos ortodonticos fixos sdo comumente associados
como fontes de infecgdes relacionadas aos biofilmes (SIMOES; SIMOES:; VIEIRA, 2010;
BATONI et al., 2011; KHOROUSHI; KACHUIE, 2017).

Entre os microrganismos comumente encontrados e identificados nestes
dispositivos médicos podemos citar as bactérias Gram-positivas Streptococcus sp,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella sp, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa
(DONLAN, 2001; HOLBAN et al., 2016).

Burmolle et all., (2006) classifica os biofilmes relacionados a infec¢des desses
dispositivos, como multiespécie € os microrganismos que compoe esses biofilmes encontram-
se em sinergismo o que favorece o aparecimento de mecanismo intrinsecos de resisténcia aos
agentes antimicrobianos. Esse mecanismo dificulta o diagnéstico e os tratamentos das infec¢des
com as terapias convencionais (BENNETT, 2009; COX; WRIGTH, 2013).

Para Luppens et al., (2002) depois que uma bactéria se agrega ao biofilme consegue
se torar de 10-1000 vezes menos susceptivel aos agentes antimicrobianos quando comparada a
sua forma planctonica. Essa capacidade das bactérias adquirirem resisténcia devido a
associagdo aos biofilmes, pois a taxa metabdlica e o crescimento bacteriano dos

microrganismos associados sdo reduzidos (DUNNE, 2002; DAVIES, 2003).
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2.2 Carie dentaria e lesoes endodonticas

De acordo com o diciondrio médico Merriam-Webster, os primeiros dados sobre a
doencga Carie Dental foram registrados na literatura cientifica por volta de 1676. A palavra carie
tem origem do latim “caries” que significa decair, apodrecimento ou queda; e do antigo irlandés
“ara-chrinn” que significa ele decai. Essa palavra era usada para se referir aos orificios que
apareciam nos dentes sem quaisquer conhecimentos prévios ou critérios da etiologia ou
patogénese da doenga em si.

No entanto, o termo carie foi utilizado de forma generalizada para descrever todas
as lesdes cavitadas na estrutura dentéria e em quaisquer estados de desenvolvimento (BOWEN,
2015). Assim, Appleton, em 1944, salientou a necessidade de estabelecer critérios para uso da
palavra carie. Assim, definiu duas fases: a formacao da lesdo e a cavidade. Sendo assim, o termo
Cérie Dental deve ser utilizado para a doenga carie, compreendendo os aspectos etioldgicos e
patogénicos, ao passo que as cavidades oriundas do processo foram definidas como lesdes
cariosas (BOWEN, 2015; SIMON-SORO; MIRA, 2015).

Para Lima (2007) a cérie dentaria ¢ uma doenca multifatorial, infecciosa e dieta
dependente, que provoca um processo de desmineralizagao das estruturas dentarias de forma
gradual. Neste sentido, € necessario compreender os diversos fatores etioldgicos envolvidos no
processo de formacgdo da carie para que se possa estabelecer técnicas de prevengdo mais
eficientes, sem que se corra o risco de promover algum desequilibrio com consequéncias piores
do que a propria “doenca” (KLEIN et al., 2015).

As bactérias da cavidade oral estdo organizadas na forma de biofilme. Esse tipo de
disposicao se configura como um mecanismo de viruléncia, visto que se desses microrganismos
estivesses em sua forma livre, isto €, na forma planctonica seriam facilmente deglutidos devido
ao fluxo salivar constante (KOLENBRANDER et al., 2010). Assim, na cavidade oral, a co-
adesdo das bactérias ¢ crucial para o processo de colonizagao e persisténcia em biofilmes (KOO;
BOWEN, 2014).

ApOs o processo inicial de formacao do biofilme por meio de interagdes especificas,
diferentes espécies de bactérias se aderem secundariamente agregacao bacteriana através dos
mecanismos de coadesdo e coagregacdo. Dessa forma, esses mecanismos possibilitam a
formacao do biofilme por diferentes espécies de microrganismos (LOESCHE, 1986; BOS; MEI;
BUSSCHER, 1996; KOLENBRANDER et al., 2010).

A carie dentaria ¢ considerada uma doenga de alta prevaléncia por afetar

aproximadamente 80-90% da populacio mundial e apresenta bactérias sacroliticas
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fermentativas como agentes etiologicos, a exemplo o Streptococcus mutans (SIMON-SORO);
MIRA, 2015; HASIBUL et al., 2017). Embora seja uma doenga que requer preocupacao a nivel
mundial, a doenga cérie pode ser evitada por meio de intervengdes adequadas nas fases iniciais
de desenvolvimento (GURAYV; JADHAYV, 2011).

O desenvolvimento das lesdes de carie ocorre a partir de um processo dinamico,
complexo, e como supracitado, multifatorial. Para se entender a formacdo, a progressdo e
defini¢dao das lesdes cariosas, € necessario compreender a composi¢do da estrutura dentaria,
bem como os mecanismo desmineralizagdo e remineralizagao, conhecido como des-re (CURY;
TENUTA, 2009).

A cavidade bucal ¢ um ambiente que apresenta uma dindmica constante, pois sua
condi¢do natural permite diversas fungdes, como fala, alimentagdo e também ¢ o local onde
inicia o processo digestivo. Assim, por participar de diferentes fungdes passa por variagdes
constantes de pH seja devido a alimentagdo ou ao refluxo géstrico. Essas variagdes de pH
promovem alteragdes quimicas e bioquimicas nas nanoestruturas que constituem o esmalte e a
dentina. Quando esses constituintes sofrem agressdes acidas, os ions de calcio e fosfato
responsaveis pela mineralizagdo dos cristais de hidroxiapatita sdo solubilizados no meio oral
(FEATHERSTONE, 2008; SILVA, 2016). FIGURA

No entanto, esse processo de des-re ocorre constantemente e de maneira rapida na
cavidade oral, dado que a saliva apresenta capacidade tampdo e o pH ¢é reestabelecido a
condig¢do de fisiologico e a remineralizacao se inicia. Nesse estagio os ions de calcio e fosfato
que foram perdidos na desmineralizagdo sdo recuperados e incorporados ao dente.
(FEATHERSTONE, 2008).

Para que se tenha carie ¢ necessario um desequilibrio nas etapas de
desmineralizacdo e remineralizacao. Esse desequilibrio inicia com o metabolismo de
carboidratos por bactérias acidogénicas que produzem acidos. Esses acidos reduzem o pH, o
processo de desmineralizacdo € intensificado, ocorre a solubilizagdo dos diversos minerais que
compodem a estrutura dentaria e ha dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita que sdo os principais
componentes do esmalte dentdrio causando as lesdes cariosas (CURY; TENUTA, 2009;
PINHEIRO, 2017).

Apds o estabelecimento das primeiras lesdes na superficie dentaria pelos
colonizadores iniciais, como Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis e Streptococcus
parasanguinis, Streptococcus mutans o biofilme envelhece e a composi¢do bacteriana muda.
Nessa nova fase temos a presenca do género Actinomyces. No entanto, o Streptococcus mutans

¢ dominante. H4 ainda a presenca dos Lactobacilos que associados aos Streptococcus nao-



27

mutans exacerbam o poder acidogénico do biofilme sendo essa fase chamada de acidogénica
(TAKAHASHI, 2011; NYVAD, 2011; SILVA, 2016).

Assim, a composi¢ao do biofilme muda, o pH cai drasticamente, o processo carioso
avanga, alcanga a dentina, as agressdes continuam, acometem a polpa provocando ledes
endodénticas e periapicais. A medida que a carie se desenvolve a microbiota ¢ alterada dando
lugar a novas espécies e grupos de bactérias que agridem os tecidos dentais, como afirma

Fabregas (2003).

Figura 2 — Sequéncia de evolucéo da cérie dentaria.

Fonte: Blog Oraldents. Sequéncia de desenvolvimento da carie dentaria e o comprometimento dos tecidos
dentarios.

A polpa dentaria pode ser acometida de forma direta pela cérie, ou seja, o processo
carioso destroi a estrutura dentaria e expoe a polpa estabelecendo comunicagao com a cavidade
oral. A polpa também pode ser acometida de modo indireto quando os microrganismos
penetram nos tubulos dentinarios e alcancam o tecido pulpar. Uma vez lesada, a polpa
responde com um processo inflamatdrio chamado de pulpite (TASCHIERI et al., 2014).

Depois de estabelecida a pulpite € necessario identificar se € um quadro reversivel
ou irreversivel. Segundo, Park (2015), caso seja reversivel significa que a inflamacdo nao
necrosou vasos € nervos e a condi¢do pode ser revertida. Caso seja irreversivel, isto €, quando
a infec¢do se difundiu e ndo ¢é possivel repara os danos evoluindo para necrose pulpar. Nesse
estado temo uma disseminagdao de microrganismos pelo canal radicular e pelo SCR (SILVA,
2016).

Para realizar o tratamento para as infecgdes endodonticas a Odontologia dispde da
Endodontia que ¢ uma especialidade que estuda a cavidade pulpar e propde procedimentos para
tratamento das afeccdes pulpares e perirradiculares. Desse modo, conforme estabelece Plotino
(2016), o tratamento endodontico € uma técnica que utiliza instrumentos, medicamentos e

produtos que remove o tecido pulpar contaminado e descontamina o canal radicular e o SCR.
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Figura 3: Sequéncia de tratamento endodontico.
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Fonte: Implart. Sequéncia operatoria do tratamento endodontico com ilustragdes do acesso, abertura do dente para
remocao de todo o tecido contaminado e exposi¢ao da cAmara pulpar, instrumentacao e obturacdo dos canais.

Dentre as indicacdes para a realizacao de tratamento de canal a literatura apresenta
as infecgOes microbianas de origem cariosa como causa principal desenvolvimento de pulpites
e lesdes endodonticas (ZEHNDER; BELIBASAKIS, 2015; ANDREASEN; KAHLER, 2015;
TASCHIERI et al., 2014). Outros fatores podem indicar a necessidade de tratamento
endodontico, como os traumatismos dento-alveolares.

Em relagdo as pesquisas sobre as taxas de prevaléncia e incidéncia de lesdes
endodonticas os dados existentes ndo se difundem de modo equivalente, pois ha dificuldades
no estabelecimento de um padrao de estudo e identificacdo dos dados da populacao mundial.
Para Silva (2016), no Brasil, as pesquisas sobre a necessidade de tratamento endoddntico em
diversas faixas etarias da populacdo ainda sdo limitadas.

Entretanto, em 2010 o Ministério da Saude (MS) divulgou o estudo sobre as
condicdes de satide bucal SB Brasil que em média, 0,4% da populagdo apresentava necessidade
de tratamento endodontico. Apesar do indice nacional relativamente baixo, as regides Norte e
Nordeste do pais apresentaram as maiores médias (1% e 0,5% respectivamente) (BRASIL, 2011;
SILVA, 2016). Um fator importante para se compreender essa porcentagem simpldria € a cultura
mutiladora da odontologia, a qual predomina a pratica da exodontia.

Nesse sentido, quando o diagndstico inicial e o planejamento do tratamento
endodontico sdo realizados as chances de sucesso, de acordo com Kojima et al., (2004) sao
82,8%. Nesse momento, a infeccdo endoddntica esta em estagio dindmico, isto €, os diversos
microrganismos da infec¢do mudam de acordo com a evolu¢do da doenca. A microbiota sofre
alteracdes porque as fontes de nutrientes, niveis de oxigénio e pH sdo diferentes em cada
segmento do SCR (SANTOS et al., 2011).

A fase primaria da infeccdo endodontica compreende microrganismos anaerdbios
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facultativos e aerdbios, pois existe uma comunicagdo direta entre da cavidade oral com SCR.
Tais dentes sdo considerados mais “resistentes” ao tratamento em virtude da alta concentracao
de bactérias entéricas no canal radicular (SIREN et al., 1997). Vale ressaltar, segundo
Tzanetakis et al., (2015) que ainda que os dentes que apresentam comunicacao da polpa com a
cavidade oral possuam bactérias do género Enterococcus esse grupo ¢ predominante nas
infec¢oes tardias ou secundaria, em outros termos, promovem infecgdes apds o tratamento
endodontico, sendo necessario um retratamento.

Em geral, a progressao da infec¢do decorre de tratamentos primarios inadequados
ou agentes quimicos ineficientes (TZANETAKIS et al., 2015; ZAKARIA et al., 2014;
SAKAMOTO et al., 2008). Umas das espécies de bactérias dominantes nessas infec¢des
persistentes € a Enterococcus faecalis, que apresenta alta prevaléncia, sendo encontrada em até
90% dos casos de infeccdo persistente no interior dos canais radiculares ou na regido
perirradicular dos dentes tratados e obturados (TZANETAKIS et al., 2015). Isso significa que

esse grupo de bactérias resistiram ao preparo quimico-mecanico ou a medicagdo intracanal.

2.3 Complexos de ruténio

O elemento ruténio (Ru) € um metal raro, duro, lustroso, brilhoso e prateado e muito
resistente a temperatura ambiente. Com um nimero atbmico de 44 possui uma massa atémica
relativa de 101,07, e estd no Grupo 8, periodo 5 da Tabela Periddica. De acordo com Poole
(2017), os primeiros relatos da descoberta do ruténio datam do século 18, no entanto, em 1825,
Gottfried Osann, da Universidade de Dorpat (agora Tartu) no Baltico, investigou a platina das
Montanhas Urais e relatou encontrar trés novos elementos, que ele chamou de pluranio, polinio
e ruténio, assim, enquanto os dois primeiros nunca foram verificados, o terceiro foi genuino e,
em 1840, Karl Karlovich Klaus na Universidade de Kazan extraiu, purificou e confirmou que
era um novo metal em 1844, o qual manteve o nome de ruténio, derivado de "Ruthenia”, o nome
latino para a RUssia.

Segundo Aminov (2010), o emprego de compostos a base de metal como agentes
antimicrobianos nao ¢ um novo conceito, pois hé registros do uso destes complexos metalicos
antes mesmo da aplicacdo dos antibidticos classicos, ja que no inicio do século XX, a busca de
Paul Ehrlich por uma "bala magica" que seria seletivamente alvo do agente causador da sifilis,
Treponema pallidum, sobre células hospedeiras, levou ao desenvolvimento do composto
organoarsénico comercializado como Salvarsan ou composto 606. O Salvarsan tornou-se o mais

frequente fArmaco prescrito para o tratamento de infec¢des antimicrobianas até sua substitui¢do



30

pela penicilina na década de 1940, resultante dos trabalhos de Fleming, Florey e Chain (CHAIN
et al., 2005). Na década de 1960, a descoberta serendipica de Rosenberg que os complexos de
platina inibiram a divisdo celular de E. coli, eventualmente, levaram a aplicacdo clinico da
cisplatina como quimioterapico antitumoral na década de 1970. Apds o sucesso da penicilina e
outros antibidticos nas décadas de 1940 a 1960, os compostos organicos substituiram os

antimicrobianos a base de metal.

Figura — 4: Exemplos de complexos de ruténio.

Fonte: Lima (2015). Estruturas quimicas dos compostos de ruténio: [Ru(NS)(bipy)(PP)]PFs; cis-
[RuCly(bipy)(PP)].

O interesse pelos bidlogos no ruténio pode ser atribuido a uma das mais conhecidos
aplicacdes na medicina contemporanea: o cancer, que inicialmente era tratado pelo diamino-
dicloro-platina que foi originalmente identificado como um agente antimicrobiano potencial na
década de 1960 por Rosenberg e colaboradores. Mais tarde, demonstrou-se que a cisplatina era
um agente quimioterapéutico anticancerigeno altamente eficaz especialmente no tratamento de
tumores solidos primarios da bexiga, pulmado, testiculos, ovarios, cabeca e pescoco (SIDDIK,
2003). Estudos posteriores, demonstraram que a cisplatina liga-se ao residuo N7 de purinas de
DNA, resultando em reticulacéo intracelular que bloqueia a replicacdo do DNA, evita a diviséo
celular e resulta em morte por apoptose (DASARI, TCHOUNWOU, 2014).

Como pode se ver, a utilizagao de compostos sintéticos a base de metais precede ao
uso de antibioticos classicos (SOUTHAM, 2017). Neste cendrio, complexos de ruténio sdo
vistos como compostos com potencial antimicrobiano, visto que existem mais de 200 artigos
na literatura cientifica abordando a atividade antimicrobiana de diferentes compostos que
possuem o elemento ruténio como base. Sua estrutura ¢ baseada em um centro metélico

contendo o atomo do elemento ruténio (Ru) em um de seus estados de oxidagdo, possuindo
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geralmente de dois a trés ligantes dos tipos piridina, fosfina, difenilfosfina, entre outros. (LI,

COLLINS; KEENE, 2015; SOUTHAM, 2017; ANDRADE, 2018).

2.4 Terapia fotodinaAmica

A terapia fotodindmica (TFD) é uma importante estratégia contra diversas
patologias porque € uma intervencdo ndo invasiva que usa luz para aumentar a acdo de um
farmaco fotossensibilizador no regido de interesse (KNOLL et al., 2015). Uma estratégia
promissora que pode ser soamda as terapias antimicrobiana com complexos de metais é a
terapia fotodindmica (TFD), que através da fotogeracdo de EROs, contribui para o controle do
crescimento microbiano. Segundo a literatura, esse processo causaria danos em muitas
biomoléculas (por exemplo, DNA), levando a morte microbiana (SPAGNUL, TURNER e
BOYLE, 2015). Uma série de complexos a base de ruténio foi relatado para ter atividade
antibacteriana aumentada sob luz irradiacdo, que estd associada a geracdo de ERO. Os
complexos de polipiridina de ruténio podem ser ajustados para exibir propriedades Opticas
adequadas (por exemplo, bandas de comprimento de onda longo, forte absortividade)
juntamente com alto rendimento quantico para a formacéo de 102, permitindo seu possivel uso
em TFD (ABREU et al., 2017).

Destaca-se que o principio da terapia fotodindmica é baseado na combinacdo de 3
elementos: uma molécula ndo tdxica, fotossensitivador (luz em um espectro que apropriado

para causar excitacdo no fotossensitivador) e oxigénio molecular (CIEPLIK et al., 2018)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do complexo de ruténio
[RuCl(dppb)NO:] contra o crescimento de células planctonicas e o desenvolvimento de

biofilmes de Enterococcus faecalis.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar o efeito do complexo de ruténio [RuCl(dppb)NO2] sobre o crescimento
plancténico de Enterococcus faecalis ATCC 19433 e Enterococcus faecalis
ATCC 10100;

e Auvaliar aatividade do complexo de ruténio [RuCl(dppb)NO:] sobre a formacao
de biofilmes e a reducéo no numero de células viaveis de Enterococcus faecalis
ATCC 19433 e Enterococcus faecalis ATCC 10100;

e Auvaliar a atividade do complexo de ruténio [RuCIl(dppb)NO-] sobre biofilmes
pré-formados de Enterococcus faecalis ATCC 19433 e Enterococcus faecalis
ATCC 10100;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencéo dos complexos de Ruténio

O complexo de ruténio utilizado nesse estudo foi sintetizado e gentilmente cedido
pela Profa. Dra. Alda Karine Holanda da Universidade Federal do Ceara (UFC). O complexo
de ruténio de nome [RuCl(dppb)NO-] foi designado de RuNO: e sua féormula estrutural esta

mostrada na figura 5.

Figura 5 — Estrutura do complexo de ruténio RuNO-

Fonte: Imagem cedida pela Profa. Dra. Alda Karine Holanda — UFC.

4.2 Microrganismos e condigdes de cultivo

Os micro-organismos utilizados no estudo foram: Enterococcus faecalis ATCC
19433 e Enterococcus faecalis ATCC 10100, obtidos da American Type Culture Collection
(ATCC). A partir da suspensdo estoque armazenada a -80°C em caldo Brain Heart Infusion
(BHI; Himedia, India) com 20% de glicerol, as cepas bacterianas foram coletadas e estriadas
em placas de petri contendo meio BHI Agar, em seguida incubadas a 37°C em 5% de CO»
por 24 horas.

Ap0s o crescimento em meio solido as colonias foram transferidas para 5 mL de
caldo BHI suplementado com 1% de sacarose e incubadas novamente a 37°C em 5 % de CO»
por 24 horas. Depois da fase de ativagdo, a concentracao de células de cada espécie bacteriana
foi ajustada para 2 x 10° células/mL através da dilui¢io em caldo BHI suplementado com 1%

de sacarose e com auxilio de um leitor de placas por andlise de turbidimetria (620 nm).
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4.3 Ensaio de atividade sobre o crescimento planctonico dos microrganismos

A andlise do efeito do complexo RuNO; sobre o crescimento planctdnico foi
realizada por meio do teste de microdilui¢do em placas de poliestireno de 96 pogos de fundo
chato. O complexo foi diluido em meio BHI suplementado com 1% de sacarose nas
concentragdes de 125 a 1.9 pg/mL. Cada poco da microplaca foi preenchido com 100 pL do
meio de cultura contendo o complexo em suas diferentes concentragdes. Posteriormente, foram
adicionados 100 pL de uma suspensdo de bactérias ajustadas a 2 x 10° células/mL obtendo um
volume final em cada poco de 200 pL, em seguida submetidas a irradiagdo com luz azul (463nm)
por uma hora e logo depois as placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas a 37°C com
5,0 % de COs.

Apds incubagdo foi feito a determinagdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CIM)
através da analise visual das placas e a medida de turbidez de cada pogo com o auxilio do leitor
de microplacas (Spectramax) a 620 nm. Foi considerado CIM a menor concentragao do
composto capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para determinar a Concentra¢do Bactericida
Minima (CBM) 10 pL da suspensdo contida nos pocos em que ndo houve um crescimento
bacteriano visivel foi transferido para placas de petri com meio BHI Agar. Foi considerada
CBM a menor concentragdo da substancia testada capaz de inibir completamente o crescimento

bacteriano nas placas de Petri.

4.4 Ensaio de atividade sobre a formacao de biofilme

A verificagao da atividade do complexo RuNO; sobre a formacgao de biofilmes foi
realizada segundo a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2000) com base no teste de
placa de microtitulagdo. As placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato foram preparadas
por meio de um procedimento semelhante ao utilizado para determinag¢do dos efeitos do
composto sobre o crescimento planctonico e sendo também submetidas a irradiagdo com luz
azul (463nm). A formagdo do biofilme foi avaliada quanto a quantificagdo da biomassa e pela

contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

4.4.1 Quantificacgdo da biomassa

As placas foram encubadas por 24 horas a 37°C com 5,0 % de CO», para

desenvolvimento do biofilme. Apds o crescimento do biofilme, o sobrenadante dos pogos foi
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removido e cada poco foi submetido a trés lavagens com 200 pL de dgua destilada estéril. Para
quantificar a biomassa do biofilme foi utilizado o método colorimétrico cristal violeta (CV).
Para realizacdo da coloragdo por CV os pogos foram secos, posteriormente
adicionou-se 200 pL de metanol a 100% por 15 minutos com o objetivo de fixar o biofilme. Em
seguida o metanol foi removido e adicionado 200 pL de CV a 1% em cada pogo por 5 minutos.
Logo ap6s os pogos foram novamente lavados com 4gua estéril para retirar o excesso do CV e
adicionaram-se 200 pL de &cido acético 33% por 5 minutos e a absorbancia foi medida com o

auxilio do espectrofotometro (Spectramax) a 590 nm.

4.4.2 Contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C com 5,0 % de CO; para crescimento
do biofilme. Posteriormente os pogos foram lavados com 200 pL de agua destilada estéril por
trés vezes sendo que na ultima lavagem a agua foi deixada nos pogos e as placas foram levadas
para o banho ultrassénico (Sonicor/SC-52) por 6 minutos para a liberagdo das bactérias aderidas
ao biofilme. Todo o experimento foi realizado em quintuplicata, dessa forma, o volume dos
cinco pogos foi reunido em um microtubo estéril perfazendo um volume final de ImL. Esse
procedimento foi realizado para todas as diferentes concentracdes da substancia testada.

O contetdo foi colocado no microtubo foi redistribuido em uma placa de 96 pogos
onde se realizou diluigdes na base dez. Em seguida, 10 pl. da suspensdo dos pogos foram
transferidos para uma placa de petri com meio BHI Agar que foram incubadas a 37°C durante
24 horas com 5,0 % de COx. Posteriormente foi realizada a contagem das unidades formadoras

de colonias em cada placa de petri. O valor foi expresso em logio UFC/mL.

4.5 Biofilme pré-formado

Os ensaios também foram realizados em placas de 96 pogos (200 uL com 1 x 10°
UFC/mL) e foram incubadas durante 24 h a 37°C em 5,0 % de CO>. Apos 24 h, 200 pL de meio
foi removido de cada poco, e um volume igual do complexo RuNO> em concentragdes que
variaram de 125 a 1.9 pg/mL foi adicionado. Apds 24 h, o sobrenadante novamente foi retirado
e todos os pocos foram lavados trés vezes com agua destilada estéril para remocgao das células
fracamente aderidas. Em seguida, os biofilmes foram avaliados quanto a formag¢ao de biomassa

e numero de células viaveis como descrito anteriormente.
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4.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em quintuplicata com os respectivos re-
sultados categorizados em Microsoft Excel® (Versdo 2010 para Windows) e posterior analise
estatistica no Software GraphPad Prism® (Versdo 5.0 para Windows). Para a andlise de dife-
rencas intergrupos foi realizado analise de variancia ANOVA com pos-teste de Bonferroni e

nivel de significancia de p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antimicrobiana do complexo de ruténio sobre o
crescimento planctonico dos microrganismos testados, foram avaliados através dos ensaios de
determinag¢do de CIM e CBM, com e sem irradiagdo de luz de led azul. De modo geral, o
complexo de ruténio [RuCl(dppb)NO:] obteve acdo bacteriostatica e bactericida e conseguiu

reduzir o nimero de UFCs, a partir das primeiras horas de contato com os microrganismos

(Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana de RuNO; contra Enterococcus faecalis. As concentragdes
variaram de 125 a 1,9 pg/mL.

Bactérias
Composto Irradiacio com LED azul
E. faecalis E. faecalis
ATCC 19433 ATCC 10100

MIC 3,9 3,9
Com

MBC 3,9 7,8

RuCl(dppb)NO2

Sem MIC 7,8 15,6

MBC 15,6 31,2

Fonte: elaborada pela autora.

Observou-se que o complexo RuNO; quando irradiado por luz, apresentou valores
de CIM para as cepas de E. faecalis 19433 ¢ E. faecalis 10100 de 3,9 pg/mL e de CBM de os
valores foram de 3,9 e 7,8 ug/mL respectivamente. No entanto, na auséncia de luz, o complexo
apresentou valores de CIM entre 7,8 e 15,6 ng/mL e de CBM entre 15,6 e 31,2 pg/mL para

ambas as cepas, conforme esta mostrado na tabela 1.
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Como os menores valores da CIM e da CBM foram observados quando o complexo foi
irradiado por luz azul, seguiu-se com os demais ensaios da atividade antibiofilme apenas nesta

condicao.

5.1 Atividade antibiofilme: inibicio da formacdo de biofilmes e contagem de células

viaveis

Na figura 6 encontram- se os resultados do complexo de ruténio em relacdo a
avaliacdo sobre inibicdo da formacgdo de biofilmes, quantificados pelo método colorimétrico
CV e da enumeracdo de células vidveis do biofilme, pelo método de contagem das UFCs.

Como pode se observar na figura 6, complexo RuNO> inibiu a formacao da
biomassa em todas as concentragdes, com niveis de reducao entre 92 e 100% (figura 6 - a) para
a cepa E. faecalis ATCC 19433. Para a cepa E. faecalis ATCC 10100 observou-se inibicao da
biomassa entre 81 a 98% (figura 6 - c).

Em relagdo ao numero de células viaveis no biofilme, percebeu-se também uma
redugdo significativa no nimero de UFCs dos biofilmes das cepas de E. faecalis (figuras 6 - b
e d). Como se pode notar, tanto para a cepa E. faecalis ATCC 19433 quando para E. faecalis
ATCC 10100, houve redu¢dao do numero de células vidveis entre 1,2 a 4, 7 logs. Interessante
como para E. faecalis ATCC 10100, observou-se redu¢do de 1 log para as mesmas

concentragdes da CBM (figura 6 - d).

Figura 6 — Efeito do complexo de ruténio RuNO; sobre a formacao de biofilmes de E.

faecalis.
a) Enterococcus faecalis ATCC 19433 b) Enterococcus faecalis ATCC 19433
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c) Enterococcus faecalis ATCC 10100 d) Enterococcus faecalis ATCC 10100
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Fonte: Proprio autor. Quantificacdo da biomassa (a, ¢) ¢ numero de células viaveis (b, d). Barras brancas
representam bactérias tratadas com RuNO,, barras pretas representam bactérias sem tratamento. ***p <0,001 em
relac@o ao controle.

5.2 Atividade sobre biofilmes pré-formados: quantificacio da biomassa e contagem de

células viaveis

Além dos ensaios sobre a avaliagao da inibicdo da formacgdo de biofilmes na
presenca do complexo de ruténio, este composto também foi adicionado para tratar os biofilmes
pré-formados, no intuito de verificar sua acdo na redu¢do da biomassa e no numero de células
viaveis.

Para este ensaio, os resultados mostraram que o complexo RuNO; foi capaz de
reduzir a biomassa dos biofilmes em mais de 83% na concentrag¢do de 3,9 pg/mL para ambas
as cepas de E. faecalis. Observou-se que a cepa E. faecalis ATCC 10100 se mostrou mais
sensiveis ao tratamento com o complexo, ja que exibiu redu¢cdo da biomassa do biofilme pré-
formado entre 20 e 97%, desde a menor até a maior concentragdo (figura xx c).

Em relag¢do ao nimero de células viaveis dos biofilmes pré-formados (figura 7 - b,
d), RuNO; reduziu o nimero de UFCs entre 1 e 2 logs em quase todas as concentragdes testadas
para as cepas. A cepa E. faecalis ATCC 10100 mostrou niveis de reducao de quase 1 log para a

concentragdo de 1,9 pg/mL (figura 7 - d).
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Figura 7 — Efeito do complexo de ruténio RuNO> sobre biofilmes pré-formados de E.

faecalis.

a) Enterococcus faecalis ATCC 19433
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Fonte: Proprio autor. Quantificagdo da biomassa (a, ¢) ¢ nimero de células vidveis (b, d). Barras brancas
representam bactérias tratadas com RuNO,, barras pretas representam bactérias sem tratamento. ***p <0,00/ em

relac@o ao controle.
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6 DISCUSSAO

Sousa et al,. (2018), avaliou a atividade antimicrobiana de trés complexos de
ruténio do tipo cis-[Ru(bpy)*(clbzpy)(C1)](PF6) tanto com a irradiagdo como na auséncia de
luz. Como resultado, os pesquisadores verificaram que dois dos complexos apresentaram
atividade moderada contra as bactérias Gram-positivas S. aureus e S. epidermidis, sendo que o
terceiro complexo ndo, e que nenhum dos trés complexos mostrou atividade contra a bactéria
Gram-negativa P. aeruginosa, sendo que a irradiagao de luz ndo promoveu nenhuma alteragao
importante na atividade antimicrobiana, o que levou esses pesquisadores a relacionarem
atividade antimicrobiana a ruptura da membrana bacteriana e ndo a danos do DNA, como
imaginavam.

Os resultados obtidos em nossa pesquisa, estdo em concordancia com os resultados
apresentados por Sousa et al,. (2018). Em nosso estudo, foram avaliadas as atividades
antibacteriana, antibiofilme do complexo de ruténio RuNO; sobre E. faecalis. Para a atividade
antibacteriana sobre células planctonicas, conforme dados mostrados na tabela 1, o complexo
exibiu tanto efeito bacteriostatico (CIM) quanto bactericida (CBM a partir das concentragdes
de 3,9 e 7,8 ng/mL respectivamente.

Um estudo realizado por Da Silveira Carvalho et al., (2017), que também avaliou a
atividade antimicrobiana do complexo cis-[RuCl(CO)(dppb)(dppz)]” com e sem a irradia¢do de
luz azul, sobre bactérias e leveduras, apresentou resultados contra Gram-positivo S. aureus e
S. epidermidis, cujas CIMs variaram de 1,23 a 9,82 mmol/L, bem proximos das CIMs da
amicacina, um agente antimicrobiano de referéncia, e uma excelente atividade que inibiu a cepa
Candida albicans. No entanto, este complexo ndo apresentou atividade contra bactérias Gram-
negativas mesmo em sua maior concentragdo de 39 mmol/L, e nenhuma alteragdo da
atividade antimicrobiana foi verificada com a irradiacao da luz. Abreu et al., (2017) em
contrapardida, obteve resultados similares, mas a atividade antimicrobiana foi aprimorada pela
irradiagao de luz azul.

Assim como nos resultados dos estudos mencionados, nossos resultados apontaram
uma aparente preferéncia do complexo RuNO», em agir sobre cepas de bactérias Gram-
positivas, apresentando CIMs em torno de 3,9 pg/mL. Esse fendmeno pode estar relacionado
ao fato dos complexos de ruténio geralmente serem carregados positivamente, o que pode
ajuda-los a interagir com muitos alvos bacterianos como os fosfolipidios (por exemplo,

fosfatidil-glicerol, acidos teicoicos e lipoteicoicos) na membrana bacteriana e na parede celular
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de bactérias Gram-positivas (DA SILVEIRA CARVALHO et al., 2017).

Baseados nas caracteristicas cationicas que os complexos de ruténio RuNN, RuNN-
F e RuNN-Br exibem, e isto associado a propriedade lipofilicas conferidas pelos ligantes fosfina
e quinona, nossa hipotese ¢ que estes complexos, sdo absorvidos pela células bacterianas Gram-
positivas, acumulados no citoplasma e, a medida que permanecem inalterados in vivo, podem
interagir de forma reversivel com alvos intracelulares como DNA, RNA, proteinas, membranas
ou outros metabolitos, agindo sobre o metabolismo bacteriano, de modo a exercer uma
atividade bacteriostatica ou bactericida.

Corroborando com essa hipotese, Keene, Collins e colaboradores, ao reexaminarem
o complexo de [Ru (Me4phen);]** observaram que este, apresentava alta atividade bactericida
em relagdo a bactérias Gram-positivas, e atividade moderada contra bactérias Gram-negativas
(LI et al., 2011), e concluiram que o complexo foi acumulado pela bactéria, com a extensao da
acumulacdo mais ou menos correlacionada com a atividade bactericida (S. aureus> MRSA> E.
coli> P. aeruginosa) (L1, FETERL et al., 2012). Como [Ru(Me4phen)3]*" mostrou-se ser mais
facilmente acumulado por células Gram-positivas, concluiram que a extensao dos efeitos
antimicrobianos seja dependente da extensdo da acumulagado intracelular e consequente ligacao
reversivel a alvos moleculares (LI; COLLINS, et al., 2015).

Enterococcus faecalis ¢ um patdgeno oportunista gram-positivo conhecido por
formar biofilmes in vitro, Além disso, esse organismo ¢ frequentemente isolado de biofilmes
nas superficies de varios dispositivos médicos residentes e o principal agemte causador de
infeccoes endodonticas (KRISTICH et al., 2004). De acordo com Flemming ¢ Wingender
(2010), um dos eventos fundamentais durante o desenvolvimento dos biofilmes bacterianos ¢
a produgdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE) que compdem o espaco intercelular
de agregados microbianos e forma a estrutura e arquitetura da matriz do biofilme, e ¢ justamente
essa matriz extracelular que proporciona estabilidade mecanica e protecdo para os
microrganismos(HOURY et al., 2012; WILKING et al., 2013).

As SPE geram a incapacidade dos agentes antimicrobianos de penetrarem no
biofilme. Dessa forma, através de uma molécula capaz de inibir a formagao ou ainda reduzir a
matriz do biofilme, possibilitaria uma intervencao no biofilme ja instalado barrando o processo
de desmineralizagdo do esmalte dentario. Assim, destacamos os efeitos antibiofilme do
complexo RuNO:> que se mostrou capaz de inibir a formac¢do quase completa para ambas as
cepas de E. faecalis nas concentragdes de 3,9 a 15,6 pg/mL, o que levanta a possibilidade de
associar o complexo avaliado neste a outra droga, com ag¢do direta na célula bacteriana, por

exemplo, com objetivo de ter um sinergismo de mecanismos de acdo contra os microrganismos
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formadores de biofilme.

Em nosso estudo observamos que a redu¢ao do ntimero de UFCs expressou
diferencgas estatisticas significativas (p <0,001), onde em alguns casos, a reducao no nimero de
células viaveis chegou a quase 4 logs em relacdo ao controle, o que representou uma diminui¢ao
de 10.000 vezes no nimero de células vidveis no biofilme. Estudos reportados na literatura
fazem a relacdo entre a contagem de células viaveis no biofilme, para determinar se a morte
celular bacteriana contribuiu para mudangas na producao e estabilidade da matriz de SPE do
biofilme (MURRAY et al., 2012), assim, os resultados encontrados em nosso estudo sugerem
que a diminui¢do no numero de UFCs, provavelmente ocasionada pela CIM ou mesmo pela
CBM, interfere na densidade celular e consequentemente na producdo da matriz de SPE do
biofilme.

Em relagao aos biofilmes pré-formados, os complexos também exibiram atividade
antibiofilme com redugdes estatisticamente significativas (p< 0,001) em relagao ao controle de
bactérias sem tratamento, mesmo diante dos microrganismos em biofilmes que podem ser até
1000 vezes mais resistentes do que as bactérias planctonicas, para terapias antimicrobianas
convencionais, tais como antibidticos (KARYGIANNI et al., 2014). Do mesmo modo, a
atividade metabodlica que sofre variagdes na superficie e no interior do biofilme e o nimero de
células vidveis que mesmo estando protegidas no interior da matriz contra a dessecagdo, a acao

de biocidas oxidantes, alguns antibidticos, (FLEMMING; WINGENDER, 2010).
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7 CONCLUSAO

No estudo em questdo, conclui-se que o complexo de ruténio RuNO> apresentou
marcante atividade bacteriostatica e bactericida contra as cepas de Entercoccus faecalis.
Também observou-se efeito antibiofilme, dessa forma, o complexo aqui avaliado pode
representar uma alternativa em potencial para a prevengdode biofilmes orais envolvendo
Entercoccus faecalis e infeccdes endodonticas. Sugere-se que estudos adicionais sejam
realizados com o objetivo de elucidar os mecanismos de acdo dos compostos estudados neste

trabalho.
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ANEXO A— TABELA PERIODICA
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1 Os valores referem-se ao isétopo mais estavel.

Os quatro novos elementos da tabela periddica, de nimero atémico 113, 115, 117 e 118, nomeados em 2016, foram ratificados no dia 13 de julho de 2017, durante o 46° Congresso
Mundial de Quimica da Unigo Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), que foi realizado na cidade de Sao Paulo.

em agosto de 2017.
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