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Zenaro PP. Influéncia do peroxido de hidrogénio na formacgao e viruléncia de
biofilmes de Streptococcus mutans [dissertagao]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

O peroxido de hidrogénio (H20.) € considerado uma das principais fontes enddégenas
de estresse oxidativo para bactérias orais. Contudo, o seu papel no processo de
desenvolvimento da carie dentaria ainda n&do esta completamente elucidado. O
objetivo deste estudo in vitro foi gerar uma cepa de Streptococcus mutans tolerante
ao H»O,, e avaliar a habilidade do H,O, em afetar a formacédo e a viruléncia de
biofilmes de S. mutans. Para gerar a cepa tolerante ao H,O2, a cepa de S. mutans
UA159, foi reativada em placas de agar BHI e incubadas (48 horas, a 37°C e 5% de
COy). Duas a cinco colbénias foram transferidas para tubos falcon contendo 2 mL de
caldo BHI suplementado com 1% de glicose e incubadas por 18 horas, sob as mesmas
condigdes. As culturas foram diluidas 1:20 em meio de cultura fresco, incubadas até
atingirem a fase exponencial de crescimento, centrifugadas, lavadas, ressuspensas
em glicina, e submetidas a tratamento com 80 mM de H;O,. Esses procedimentos
foram repetidos por oito vezes, e as colbnias sobreviventes foram consideradas
tolerantes. Em seguida, para o crescimento do biofilme, foi usado um modelo de
aderéncia ativa. Laminulas de vidro estéreis, jateadas com 6xido de aluminio, foram
imersas em saliva filtrada para a formacao da pelicula adquirida. Posteriormente,
foram imersas verticalmente em 2,8 mL de caldo BHI com 1% de sacarose (n=12 por
grupo) inoculado com 10° UFC/mL da cepa controle (grupo GC) ou da cepa tolerante
ao HyO,. Para a cepa tolerante ao H,O,, em um grupo (grupo GTcPH) foram
acrescentados 80 mM de H20, ao meio de cultura e, no outro (grupo GTsPH), os
micro-organismos cresceram em meio de cultura semelhante ao do grupo GC. As
placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO; por 5 dias e o meio de cultura foi
renovado diariamente. Em seguida, a suspenséo bacteriana obtida dos biofilmes foi
usada para a contagem de micro-organismos, dosagem de polissacarideos insoluveis
em agua e quantificagdo de proteina total. O meio de cultura foi usado para avaliagéo
do pH e da concentragao de acido latico. Os dados de contagem de micro-organismos
do biofilme, os valores de pH do meio e a concentracdo de acido latico foram
analisados pelo teste ANOVA com corregdao de Welch, seguido do pos teste de
Games-Howell para dados heterocedasticos. Para o peso seco do biofilme,
concentracdo de proteinas e quantificacdo de polissacarideos extracelulares
insoluveis em agua, foram analisados apenas os grupos GC e GTsPH. No grupo
GTcPH o biofilme formado foi insuficiente para a realizagdo dessas analises. A
distribuicdo dos dados foi normal e houve homogeneidade de variancias, sendo
aplicado o teste t de Student. O nivel de significancia estabelecido para todos os
testes foi de 5%. A contagem de UFC no biofilme foi significativamente menor apenas
no grupo GTcPH (p<0,001). Este grupo mostrou valores de pH significativamente
maiores que os grupos GC e GTsPH (p<0,001). A concentragdo de acido latico foi
maior em GC, seguido pelos grupos GTsPH e GTcPH, tendo o ultimo produzido a
menor quantidade do acido latico (p<0,001). Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos GC e GTsPH para peso seco do biofilme e concentragéo
de proteinas (p=0,051). A concentracédo de polissacarideos extracelulares insoluveis
em agua foi significativamente maior no grupo GC em relagdo ao grupo GTsPH
(p=0,040). Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que a cepa tolerante ao



H,O, apresentou uma diminuicdo na expressdo de fatores de viruléncia quando
cultivada tanto na presenga quanto na auséncia do H»O..

Palavras — chave: Peroxido de hidrogénio. Streptococcus mutans. Biofilmes.
Fatores de viruléncia.



Zenaro PP. Influence of hydrogen peroxide on the formation and virulence of
Streptococcus mutans biofilms [dissertagao]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Hydrogen peroxide (H203) is one of the main endogenous sources of oxidative stress
for oral bacteria. However, its role in the dental caries development has not been fully
elucidated. The objective of this in vitro study was to generate a strain of S. mutans
tolerant to H2O,, and to evaluate the ability of H2O; to affect the biofilm formation and
virulence of S. mutans. To generate the H,O, tolerant strain, S. mutans UA159 was
reactivated on BHI agar plates, and incubated (48 hours at 37 °C and 5% CO,). Two
to five colonies of the microorganism were transferred to falcon tubes containing 2 mL
of BHI broth supplemented with 0.8% glucose and incubated under the same
conditions for 18 hours. The culture was diluted 1:20 in fresh culture medium,
incubated again until reaching the mind-log growth phase, centrifuged, washed,
suspended in glycine, and treated with 80 mM H,0O,. These procedures were repeated
for eight times, and then the surviving colonies were considered tolerant. Next, the
biofilm were grown on glass slides using an active adherence model. First, sterile glass
slides, sandblasted with aluminum oxide, were immersed in filtered saliva to form the
acquired pellicle. After that, the slides were immersed vertically in 2.8 mL of BHI broth
with 1% sucrose (n = 12 per group) and inoculated with 10° CFU/mL of the control
strain (GC Group) or H»O; tolerant strain. For the H,O, tolerant strain, in a group
(GTcPH group) 80 mM H,0O, were added in the culture medium and in the other group
(GTsPH group) microorganisms grown in culture medium similar to that used for the
GC group. The plates were incubated (37 °C, 5% CO,) for five days and the culture
medium was renewed daily. Then, the suspension of bacteria obtained from the biofilm
was used for microorganisms counting, dosing of water insoluble extracellular
polysaccharides, dry-weight, CFU and total protein. The culture medium was used to
evaluate pH and lactic acid concentration. The CFU counts, pH of the medium and
lactic acid concentration were analyzed by ANOVA with Welch correction, followed by
Games-Howell post-test for heterocedastic data. For biofilm dry weight, protein
concentration and quantification of water insoluble extracellular polysaccharides, only
GC and GTsPH were analyzed. In GTcPH group, the biofilm formed was insufficient to
perform these analyzes. Data distribution was normal and there were homogeneity of
variances, so Student's t-test was applied. The significance level established for all
tests was 5%. CFU counts in the biofilm were significantly lower in the GTcPH group
(p<0.001). This group showed significantly higher pH values than the GC and GTsPH
groups (p<0.001). The lactic acid concentration was higher in GC, followed by GTsPH
and GTcPH, the latter group having produced the lowest amount of lactic acid (p
<0.001). There was no statistically significant difference between the GC and GTsPH
groups for dry weight of the biofilm and protein concentration (p=0.051). The
concentration of water insoluble extracellular polysaccharides was significantly higher
in CG than in GTsPH (p=0.040).Therefore the hydrogen peroxide tolerant strain
showed a decrease in the expression of virulence factors when cultivated both in the
presence and in absence of hydrogen peroxide.

Keywords: Hydrogen peroxide. Streptococcus mutans. Biofilms.
Virulence factors.
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1 INTRODUGAO

A microbiota oral € um sistema biolégico de alta complexidade, com elevada
densidade celular e uma vasta diversidade de espécies microbianas'. Muitas dessas
espécies se organizam de acordo com o espago e com o tempo formando biofilmes
que as tornam mais resistentes aos diversos fatores de estresse presentes nesse
habitat*®.

Na superficie dentaria, os micro-organismos se organizam numa matriz
extracelular complexa* e as interagcdes que ocorrem entre eles podem influenciar a
composic¢ao do biofilme de forma a manté-lo em um estado homeostatico, ou causar
o desenvolvimento de patologias, como a carie dentaria e a doenga periodontal®. No
biofiilme supragengival, ja foram identificadas mais de 450 espécies de micro-
organismos®, sendo o género Streptococcus predominante no estagio inicial de
colonizacdo®’. A colonizac&o inicial proporciona uma superficie adequada para a
colonizacdo secundaria®, e determinadas condicdes, como uma dieta rica em
sacarose, favorecem o desenvolvimento de biofiilmes com maiores propor¢gdes de

bactérias acidogénicas e acido tolerantes, como Streptococcus mutans.

Streptococcus mutans é um componente regular do biofilme dental maduro®, e
essa espécie tem sido considerada um relevante agente microbiano na patogénese

10,11

da carie dentaria ™' . A geragao de acidos por este micro-organismo faz com que o

biofilme dental atinja baixos valores de pH, resultando na desmineralizagdo do

esmalte dentario e inicio da formagao de lesdes de carie'®"".

Assim, substadncias com a capacidade de interferir na adesado dos
colonizadores iniciais, e de limitar o aumento em numero de algumas espécies
bacterianas no biofilme constituem uma estratégia interessante para evitar a
instalagao e desenvolvimento da carie dentaria. O perdéxido de hidrogénio (H20,) é
uma espécie reativa de oxigénio responsavel por estresse oxidativo e dano no biofilme
dental e tem um papel importante na ecologia deste’>. O H,O, em baixas
concentragdes (cerca de 16,6 mM) inibe a glicolise e age como bacteriostatico para
S. mutans, enquanto concentragdes elevadas (acima de 30 mM) tém ac&o bactericida
por causarem danos irreversiveis as estruturas responsaveis pela sintese proteica

desses micro-organismos'?.
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O HyO2 é liberado por alguns micro-organismos incluindo estreptococos
bucais'®, e também é produzido pelo hospedeiro'. Porém, até o momento, néo se
tem conhecimento se essa producido pelo hospedeiro tem um impacto direto no
biofilme, uma vez que o H>O; é transitério na cavidade bucal, devido a efetiva agao
das peroxidases salivares'®. Além disso, o H,O, produzido endogenamente também
€ degradado pela hidroperéxido reductase e pelas catalases'® produzidas por alguns
micro-organismos, mas ndo por S. mutans'. No entanto, essas enzimas podem ser
inativadas na presenca de niveis elevados de H,0O,, e ndo oferecem uma protecao

eficaz dos componentes celulares contra este composto'®.

A literatura tem relatado acumulo do H202 no organismo de individuos com
Sindrome de Down (SD)""?°. Paralelamente, tem sido demonstrada uma relagéo entre
a baixa incidéncia de carie e a reduzida quantidade de S. mutans na cavidade bucal
desses individuos?'??. Entretanto, Cogulu et al.?® verificaram que apesar da menor
incidéncia de carie, ndo existia diferenca estatistica na quantidade de S. mutans entre
individuos com SD e nao sindrébmicos, e levantaram a hipotese de que a menor
prevaléncia de carie pode estar relacionada a colonizagao por S. mutans com perfil

genotipico menos cariogénico nesses individuos.

Alteracdes no sistema de defesa antioxidante sdo observadas nos individuos

com SD18,19,24

, € estas podem ser explicadas pelo fato de a superoxido dismutase
(SOD), principal enzima capaz de converter o radical superéxido (O"2) em peroxido de
hidrogénio (H202), ter o gene da sua principal isoenzima, a SOD-1, localizado no
cromossomo 21%°. Como 95% dos individuos com SD apresentam a trissomia simples
desse cromossomo, 0 que determina um aumento de cerca de 42% na expressao da
SOD-1?®, a qual tem sua atividade também aumentada, causando um desequilibrio no
sistema pro- e antioxidante, por meio da superprodugdo de H,0,'®'°. Além disso,
segundo Siqueira e Nicolau?’, a peroxidase salivar que é uma das enzimas
responsaveis por neutralizar o H,O,, apresenta menor atividade no grupo com SD.
Esses fatores contribuem para que ocorra um acumulo do H,O; nesses individuos.
Considerando que a menor incidéncia de carie possa estar relacionada com
alteragdes induzidas pelo perdxido de hidrogénio (H202) na espécie cariogénica S.
mutans, torna-se importante avaliar as caracteristicas do biofilme formado com cepa

de S. mutans tolerante ao H>0,.

A figura 1 mostra o diagrama da sequéncia da introdugao.
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Figura 1 — Diagrama resumindo a sequéncia de ideias apresentadas na introdugéo

Biofilme

Streptococcus
mutans

Perdxido de
Hidrogénio

Diagrama - Introdugdo

.'/f n\'.
- Alta complexidade
- Elevada densidade celular
- Vasta diversidade de espécies

,\‘ 7/,

(- Componente regular do biofilme dental maduro
- Relevante agente microbiano na patogénese da carie dentéria
- Geragao de acidos - biofilme atinge baixos valores de pH
- Principal produtor de polissacarideos extracelulares insollveis —

marcadores de cariogenicidade.
o /

(- Liberado por micro-organismos e produzido pelo hospedeiro

N A
impacto direto no biofilme(?)
- Niveis elevados de H,;0; — danos irreversiveis ao 5. mutans

,\7 J/,

/- Incidéncia de cérie versus quantidade de S. mutans na cavidade oral N (- superprodugdo de H,0;
- AlteragGes no sistema de defesa antioxidante - desequilibrio no sistema pro- e
- Superéxido dismutase: principal enzima capaz de converter O; em H;0,; antioxidante
- Gene da SOD-1 localizado no cromossomo 21 - peroxidase salivar — menor

\ - Aumento de cerca de 42% na expressao dessa enzima ) atividade

- \.- actimulo de H,0,

4 \

Avaliar as caracteristicas do biofilme formado com cepa de
S. mutans tolerante ao H20:2

\_ Y,

Fonte: Elaboragéo propria.
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que:
1- a presencga de peroxido de hidrogénio no meio interferiu significativamente na
formacéao do biofilme e na producéo de acido latico pela cepa tolerante;
2- nao houve alteracido na viabilidade bacteriana nos biofilmes formados pela cepa
tolerante quando esta foi cultivada na auséncia de perdxido de hidrogénio;
3- a producdo de acido latico e a concentragcao de polissacarideos extracelulares
insoluveis em agua foram significativamente reduzidas quando a cepa tolerante foi
cultivada na auséncia de peroxido de hidrogénio;
4- a cepa tolerante ao perdxido de hidrogénio apresentou uma diminuigdo na
expressao de fatores de viruléncia quando cultivada tanto na presenga quanto na

auséncia do peroxido de hidrogénio.
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