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Hosida, TY. Efeito do hexametafosfato de sodio, associado ou ndo ao fluoreto, no
biofilme misto contendo Streptococcus mutans e Candida albicans. 2018. 111 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Odontoldgica, area de Saude Bucal da Crianga) - Faculdade de

Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba 2018.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do hexametafosfato de sodio
(HMP), associado ou ndo ao fluoreto (F), sobre a composi¢do organica, inorganica e no
pH do biofilme mistos de S. mutans e C. albicans formados in vitro. Para todos os
estudos, os biofilmes foram formados em pogos de placas de microtitulacéo, colocando
uma suspensdo (1x10’ células/mL C. albicans + 1x10® células/mL S. mutans) em saliva
artificial suplementada com sacarose (0,4%), a qual tinha metade de seu contetdo
renovada a cada 24 horas. Os biofilmes foram tratados trés vezes (72, 78 e 96 horas de
formagéo), por um minuto, com solugdes contendo HMP (0.25, 0.5 ou 1%) com ou sem
500 ppm F, além de solucBes contendo 500 e 1100 ppm F. A saliva artificial foi
utilizada como controle negativo. Para o estudo microbiol6gico, apds o terceiro
tratamento foram realizados os testes de quantificacdo de células cultivaveis (CFU),
biomassa total (teste colorimétrico de cristal violeta — CV), atividade metabolica
(reducdo de XTT) e quantificacdo dos componentes da matriz extracelular (proteina,
carboidrato e acidos nucleicos). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés
ocasifes diferentes. Os resultados foram submetidos & analise de variancia a um critério,
seguida pelo teste Fisher LSD (p <0.05). O HMP apresentou efeito redutor
principalmente na biomassa, metabolismo e nos componentes da matriz extracelular do
biofilme. Biofilmes formados por 96 h formam expostos a trés diferentes concentracfes
de sacarose (10, 20 ou 30%) durante 1, 3 ou 5 min. O pH foi medido antes da exposi¢do
a sacarose, imediatamente ap0s sua remocdo e apdés 1, 3, 5 e 10 min apoés a retirada da
sacarose. Os resultados foram submetidos a analise de variancia a trés critérios, seguida
pelo teste Fisher LSD (p <0.05). O biofilme exposto a solugdo de sacarose a 20% por 3
min exibiu padrdo de alteracdo de pH semelhante ao observado in vivo. Para o estudo da
concentracdo de F, Ca, e Pi, apds o periodo de tratamento, estes foram analisados no
biofilme total e no fluido do biofilme ap6s a mensuragdo do pH do biofilme. Em outro
conjunto de experimentos, apos o terceiro tratamento (96 h de formacg&o de biofilme) o

biofilme foi exposto, por 3 minutos, a solucdo de sacarose a 20%. Esta foi removida e,



apos 1 minuto, analisou-se o pH do meio e as concentracdes de F, Ca, e Pi tanto na
biomassa como no fluido do biofilme. Os dados foram submetidos a analise de
variancia a dois critérios, seguida pelo teste de Fisher LSD (p <0.05). O tratamento com
HMP aumentou a concentracdo de F e Pi no fluido do biofilme antes da exposicao a
sacarose, além de manter o pH do meio mais préximo do neutro, mesmo apos a
exposicao do biofilme a sacarose. Assim, é possivel concluir que o HMP interfere na
biomassa, metabolismo, composicdo organica e inorganica, bem como no pH do

biofilme testado.

Palavras-chaves: Fosfatos, Fluor, Biofilmes, Streptococcus mutans e Candida albicans






Hosida, TY. Effect of sodium hexametaphosphate, associated or not with fluoride,
on mixed biofilm containing Streptococcus mutans e Candida albicans. 2018.111 f.
Tese (Doutorado em Ciéncia Odontoldgica, area de Salde Bucal da Crianga) -
Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba
2018.

ABSTRACT

The aim of the present study was to verify the effect of sodium hexametaphosphate
(HMP), associated or not to fluoride (F), on the inorganic, organic composition and pH
of the mixed biofilm of S. mutans and C. albicans, formed in vitro. For all studies, the
biofilms were formed in wells of microtiter plates by placing a suspension (1 x 10’
cells/mL C. albicans + 1x10° cells/mL S. mutans) in artificial saliva supplemented with
sucrose (0,4%), which had half of its content renewed every 24 hours. Biofilms were
treated three times (72, 78 and 96 hours of formation), for one minute, with solutions
containing HMP (0.25, 0.5 or 1%) with or without 500 ppm F, as well as solutions
containing 500 and 1100 ppm F. Artificial saliva was used as a negative control. For the
microbiological study, the following tests were performed: quantification of cultivable
cells (UFC), total biomass (colorimetric crystal violet test - CV), metabolic activity
(XTT reduction) and quantification of matrix components (protein, carbohydrate and
nucleic acid). All assays were performed in triplicate on three different occasions. The
results were submitted to one-way analysis of variance, followed by the Fisher LSD’s
test (p <0.05). HMP showed a reducing effect mainly on the biomass, metabolism and
components of the extracellular matrix of the biofilm. Biofilms formed for 96 h were
exposed to three different concentrations of sucrose (10, 20 or 30%) for 1, 3 or 5 min.
The pH was measured before exposure to sucrose, immediately after its removal and
after 1, 3, 5 and 10 min after removal of the sucrose. The results were submitted to 3-
way analysis of variance, followed by the Fisher LSD test (p <0.05). The biofilm
exposed to 20% sucrose solution for 3 min exhibited a pattern of pH change similar to
that observed in vivo. For the study of the concentrations of F, Ca, and Pi, these ions
were analyzed in the total biofilm and in the biofilm fluid after treatment with the test
solutions and after the pH measurement of the biofilm. In another set of experiments,
after the third treatment (96 h of biofilm formation), the biofilms were exposed for 3

minutes to a 20% sucrose solution. This was removed and after 1 minute the biofilms



were collected, and the pH of the medium and F, Ca, and Pi concentrations were
determined both in the biomass and in the biofilm fluid. The data were submitted to
two-way analysis of variance, followed by Fisher LSD's test (p <0.05). Treatment with
HMP increased F and Pi concentration of the biofilm fluid prior sucrose exposition, and
maintained the pH of the medium close to neutral values even after exposure of the
biofilm to sucrose. Thus, it is possible to conclude that HMP interferes in the biomass,
metabolism, organic and inorganic composition and the pH of the biofilm tested.

Keywords: Phosphates, Fluoride, Biofilms, Streptococcus mutans and Candida

albicans.
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INTRODUGAO GERAL

A cavidade bucal é composta por tecidos duros e moles, 0s quais propiciam um
ambiente favordvel para a formacdo de biofilmes polimicrobianos (Jakubovics &
Kolenbrander, 2010). A relagdo entre diferentes microrganismos do biofilme pode
aumentar a sua resisténcia (Jakubovics & Kolenbrander, 2010) e o desequilibrio dessas
comunidades pode exacerbar a patogenicidade das espécies e contribuir para o
surgimento de doengas orais relacionadas ao biofilme, como a carie dentaria. A cérie é
uma doenca biofilme-agucar dependente (Sheiham & James, 2015), ocasionada pela
acao de acidos produzidos por bactérias a partir da fermentacao de carboidratos da dieta,
0s quais progressivamente levam a perda de minerais do dente, decorrente da constante
queda de pH (Cummins & Bowen, 2006).

Um dos principais agentes etioldgicos dessa doenca € a bactéria Gram-positiva
Streptococcus mutans, devido a sua capacidade de colonizar a superficie dentéaria,
metabolizar carboidratos, produzir matriz extracelular e &cido lactico, além de ter a
capacidade de crescer e se multiplicar em ambiente acido (Marsh & Martin, 2009;
Lamont et al., 2006), caracteristicas que conferem alto grau de viruléncia (Loesche,
1986; Krzysciak et al., 2014). Além de bactérias, o biofilme dental é composto por
outros microrganismos, dentre os quais se destacam Candida albicans, que é o fungo
mais comumente encontrado na cavidade oral (Nikawa et al., 2003). A presenca de C.
albicans é um importante fator na progressdo da cérie dentaria, uma vez que contribui
em sua patogénese em criangas carie-ativas (de Carvalho et al., 2006, Klinke et al.,
2009), pois possui enzimas proteoliticas que realizam a degradacao do colageno (Pereira
et al., 2018). Além disso, tem sido relatado que C. albicans interage com S. mutans,
acentuando as caracteristicas de viruléncia dos microrganismos cariogénicos (Raja et
al., 2010; Metwalli et al., 2013).

Quando organizados na forma de biofilmes, os microrganismos se apresentam
embebidos em uma matriz extracelular composta por glicoproteinas e polissacarideos
(ten Cate et al., 2009). Inicialmente, varias adesinas de bactérias interagem com as
glicoproteinas salivares da pelicula adquirida na superficie dos dentes, por meio de
ligagdo a cétions bivalentes. Na presenca de sacarose, as bactérias aderem-se
firmemente a superficie dentaria, como resultado da producdo de exopolissacaridos
(glucanos), por meio da atividade das enzimas glicosiltransferases (GTFs). Assim, 0

amadurecimento do biofilme promove um metabolismo mais eficiente da sacarose pelo
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0 S. mutans, levando a producao de &cido lactico (Marsh & Martin, 2009; Lamont et al.,
2006). Este, por sua vez, causa quedas de pH, o que acarreta um desequilibrio no estado
de saturacdo dos minerais do fluido do biofilme em relac&o a estrutura dentaria.

O biofilme dental tem a capacidade de reter fons Ca®* e F" na forma de depésitos
minerais (Kaufman & Kleinberg, 1976), ligados a grupamentos anidnicos das paredes
das bactérias (Rose et al. 1993; 1996) e ligados nas proteinas da matriz do biofilme
(Gao et al,. 2001). Assim, o biofilme dental atua como um reservatorio de ions que
podem ser liberados para o fluido do biofilme durante quedas de pH, portanto
interferindo em seu grau de saturacdo, reduzindo a perda mineral do dente. Neste
sentido, ha evidéncia de que ocorre um aumento significativo na concentragdo de Ca2"
no fluido do biofilme apds um desafio cariogénico (Margolis & Moreno, 1992; Rankine
et al. 1996; Tanaka & Margolis, 1999), o qual resulta da liberacdo a partir destes
reservatorios.

Além do F e Ca*", as concentrages de fosforo (Pi) no biofilme dental (biomassa e
fase fluida) exercem papel fundamental nos processos de desmineralizagdo e
remineralizacdo da estrutura dentaria, visto que a concentracdo destes ions no biofilme
dental apresenta uma relacdo inversa com a incidéncia de carie (Shaw et al., 1983),
possivelmente devido a liberacdo destes ions para o fluido do biofilme (Buzalaf et al.,
2011). Quanto ao processo de remineralizacdo, este pode ocorrer através da precipitacdo
de fosfatos de calcio ou pelo crescimento dos cristais de esmalte remanescentes através
do Ca e P presentes na saliva (Buzalaf et al., 2011).

Os dentifricios fluoretados tém contribuido substancialmente para redugdo na
prevaléncia da cérie dentaria (Pessan et al., 2011), visto que sua utilizagdo associa a
remocdo ou desorganizacdo periodica do biofilme dental com as propriedades
cariostaticas do fluoreto (F) (Pessan et al., 2006; Tenuta et al., 2009). Sendo assim, 0
uso frequente dos dentifricios promove a manutencdo de concentracdes elevadas de F na
saliva durante o dia, o que é responsavel por seu efeito preventivo e terapéutico. Em
acréscimo, a formacdo de produtos da reacdo esmalte dentina com F, formando o
mineral fluoreto de célcio (CaF2), também ¢ responsavel pelos efeitos supracitados, uma
vez que o depdsito destes reservatdrios no biofilme dental e em lesBes de cérie iniciais €
capaz de interferir na progressdo das mesmas (Buzalaf et al., 2011).

Apesar do declinio na incidéncia e prevaléncia da carie dentaria observado em
varios paises, tem havido uma preocupacdo crescente em potencializar o efeito do F

como estratégia para individuos severamente acometidos pela doenca (Vogel et al.,
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2008). Neste sentido, medidas que visem a aumentar os reservatorios idnicos intrabucais
devem estar fundamentadas em estudos que avaliam a capacidade destes ions em
permanecer por um longo periodo de tempo no biofilme dental. Dentre as estratégias
disponiveis, a suplementacdo de veiculos fluoretados com sais de fosfato tem sido uma
possibilidade para se aumentar a efetividade do F, uma vez que estes parecem agir como
uma barreira parcial aos &cidos bacterianos devido a sua afinidade com a superficie do
esmalte (da Camara et al., 2014).

Estudos in vitro demonstraram que dentifricios com concentragdo reduzida de F
suplementados com hexametafosfato de sddio (HMP) apresentam efeito semelhante ao
de um dentifricio convencional (1100 ppm F) sobre a desmineralizacdo do esmalte (da
Camara et al., 2014). Os efeitos da associacdo do HMP e F dependem da proporcao
molar entre estes compostos (da Camara et al., 2015, da Camara et al., 2016), de forma
que a concentracdo ideal de HMP a ser utilizada é de 1% em formulacdes de dentifricio
contendo 1100 ppm F (da Camara et al., 2015, da Camara et al., 2016). Quanto aos
efeitos sobre o biofilme dental, demonstrou-se que a associacdo de 1% de HMP a 1100
ppm de F promoveu a menor retencdo de Ca e maior retencdo de F quando comparado
ao grupo controle (1100 ppm F), enquanto os valores para P foram semelhantes entre 0s
tratamentos. Em acréscimo, esta associacdo promoveu uma reducdo significativa na
concentracdo de polissacarideos extracelulares comparado ao controle negativo
(placebo), porém ndo diferenciou estatisticamente do grupo tratado com 1100 ppm F (da
Camara et al., 2015).

Com base no exposto, a associacdo entre HMP e F apresenta efeito anticarie sobre
a desmineralizacdo do esmalte, porém o efeito desta associacdo no biofilme dental ainda
é escasso e contraditorio, visto que ndo foi avaliado o fluido do biofilme e quando
analisado o biofilme ocorreu um aumento de F e diminui¢do da concentracdo de Ca
apos desafio cariogénico (da Camara et al., 2015). Devido a capacidade quelante do
HMP, ligacdes com ions presentes no biofilme e na parede dos microrganismos
poderiam interferir na disponibilidade de fons como o Ca**, pois estes estariam ligados
ao HMP. Este aspecto reforca a necessidade de estudos adicionais avaliando os efeitos
do F, Ca e do HMP sobre o biofilme, especialmente envolvendo métodos analiticos
complementares aos utilizados nos estudos supracitados, para uma melhor compreenséo

dos mecanismos de acéo destes ions sobre a dinamica da carie dentaria.
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Portanto, seria interessante conduzir um estudo in vitro avaliando os efeitos da
associacédo entre F e HMP sobre a composigdo e metabolismo de um biofilme misto de
S. mutans e C. albicans, sobre a retengéo de F, P e Ca ndo somente no biofilme total,
mas também no fluido do biofilme antes e apds a exposicdo a sacarose e sobre o pH

deste biofilme.

Para abordar o tema proposto, 0 estudo serd apresentado em trés capitulos

distintos, conforme descrito abaixo:

- Capitulo 1: “Effect of sodium hexametaphosphate, associated or not to fluoride,
on mixed biofilms”
(artigo submetido ao periédico Future Microbiology);

http://www.futuremedicine.com/userimages/ContentEditor/1340638225103/fm_author_guidelines.pdf

- Capitulo 2: “pH changes of mixed biofilms of Streptococcus mutans and Candida
albicans after exposure to sucrose solutions in vitro”

(artigo aceito no periddico Archives of Oral Biology);

- Capitulo 3: “Sodium hexametaphosphate and fluoride affect F, Ca, Pi and pH of
dual-species biofilms after sucrose exposure”

(artigo formatado de acordo com as normas do perioddico Journal of Dentistry).

https://www.elsevier.com/journals/journal-of-dentistry/0300-5712?generatepdf=true


https://www.elsevier.com/journals/journal-of-dentistry/0300-5712?generatepdf=true

10.

11.

12.

95

ANEXO A

REFERENCIAS INTRODUCAO GERAL

Buzalaf MAR, Pessan JP, Hondrio HM, ten Cate JM. Mechanisms of Action of
Fluoride for Caries Control. Monogr Oral Sci 2011; 22:97-114.

Cummins D & Bowen WH. Biotechnology in oral care. Cosmetic Science and
technology series. Biotech in Personal Care 2006; 29(13):23-52.

da Camara DM, Miyasaki ML, Danelon M, Sassaki KT, Delbem AC. Effect of
low-fluoride toothpastes combined with hexametaphosphate on in vitro enamel
demineralization. J Dent 2014; 42(3):256-62.

da Camara DM, Pessan JP, Francati TM, Santos Souza JA, Danelo M, Delbem
AC. Synergistic effect of fluoride and sodium hexametaphosphate in toothpaste
on enamel demineralization in situ. J Dent 2015; 43(10):1249-54.

da Camara DM, Pessan JP, Francati TM, Souza JA, Danelon M, Delbem AC.
Fluoride toothpaste supplemented with sodium hexametaphosphate reduces
enamel demineralization in vitro. Clin Oral Investig 2016; 20(8):1981-85.

de Carvalho FG, Silva I, Hebling DS, Spolidorio J, Spolidorio LC, Palomari
DM. Presence of mutans streptococci and candida spp. in dental plaque/dentine
of carious teeth and early childhood caries. Arch Oral Biol 2006; 51(11):1024-
28.

Gao XJ, Fan Y, Kent RL Jr, Van Houte J, Margolis HC. Association of caries
activity with the composition of dental plaque fluid. J Dent Res 2001;
80(9):1834-39.

Jakubovics NS, Kolenbrander PE. The road to ruin: the formation of disease-
associated oral biofilms. Dis Oral 2010; 16(8):729-39.

Kaufman HW, Kleinberg I. X-ray diffraction examination of calcium phosphate
in dental plaque. Calcif Tissue Res 1973; 11(2)97-104.

Klinke T, Kneist S, De Soet JJ, Kuhlisch E, Mauersberger S, Forster A, Klimm
W. Acid Production by Oral Strains of Candida albicans and Lactobacilli.
Caries Res 2009; 43(2)83-91.

Krzysciak W, Jurczak A, Koscielniak D, Bystrowska B, Skalniak A. The
virulence of Streptococcus mutans and the ability to form biofilms. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 2014; 33(4):499-515.

Lamont RJ, Burne RA, Lantz MS, Leblanc DJ. Oral Microbiology and



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

96

Immunology. USA: American Society for Microbiology Press; 2006.

Margolis HC, Moreno EC. Composition of pooled plaque fluid from caries-free
and cariespositive individuals following sucrose exposure. J Dent Res 1992;
71(11):1776-84.

Marsh PD, Martin MV. Oral Microbiology. 5" edition. United Kingdom:
Churchill Livingstone; 20009.

Metwalli KH, Khan SA, Krom BP, Jabra-Rizk MA. Streptococcus mutans,
Candida albicans, and the human mouth: a sticky situation. PLoS Pathog 2013;
9(10)e1003616.

Loesche WJ. Role of Streptococcus mutans in human dental decay. Microbiol
Rev 1986; 50:353-80.

Nikawa H, Yamashiro H, Makihira S, Nishimura M., Egusa H, Furukawa M,
Setijanto D, Hamada T. In vitro Cariogenic Potential of Candida albicans.
Mycoses 2003; 46(11-12): 471-78.

Pereira DFA, Seneviratne CJ, Koga-Ito CY, Samaranayake LP. Is the Oral
Fungal Pathogen Candida albicans a Cariogen? Oral Dis 2018; 24(4)5218-26.
Pessan JP, Sicca CM, de Souza TS, da Silva SM, Whitford GM, Buzalaf MA.
Fluoride concentrations in dental plaque and saliva after the use of a fluoride
dentifrice preceded by a calcium lactate rinse. Eur J Oral Sci 2006; 114(6):489-
93.

Pessan JP, Toumba KJ, Buzalaf MAR. Topical fluorides for caries control.
Monogr Oral Sci 2011; 22:115-32.

Raja M, Hannan A, Ali K. Association of oral candidal carriage with dental
caries in children. Caries Res 2010; 44(3):272-276.

Rankine CA, Smith SL, Schneider PE, Gardiner DM. Biochemical comparison
of plagque fluid on tooth and acrylic surfaces during a sucrose challenge. Arch
Oral Biol 1996; 41(7):695-698.

Rose RK, Dibdin GH, Shellis RP. A quantitative study of calcium binding and
aggregation in selected oral bacteria. J Dent Res 1993; 72(1):78-84.

Rose RK, Shellis RP, Lee AR. The role of cation bridging in microbial fluoride
binding. Caries Res 1996; 30(6):458-64.

Shaw L, Murray JJ, Burchell CK. Best, JS. Calcium and phosphorus content of
plagque and saliva in relation to dental caries. Caries Res 1983; 17:543-48.

Sheiham A, James WP. Diet and Dental Caries: The Pivotal Role of Free Sugars



97

Reemphasized. J Dent Res 2015; 94(10):1341-47.

27. Tanaka M, Margolis HC. Release of mineral ions in dental plaque following
acid production. Arch Oral Biol 1999; 44(3):253-58.

28. ten Cate JM, Klis FM, Pereira-Cenci T, Crielaard W, Groot PW. Molecular and
cellular mechanisms that lead to Candida biofilm formation. J Dent Res 20009;
88(2):105-15.

29. Tenuta LM, Zamataro CB, Del Bel Cury AA, Tabchoury CP, Cury JA.
Mechanism of fluoride dentifrice effect on enamel demineralization. Caries Res
2009; 43(4):278-85.

30. Vogel GL, Schumacher GE, Chow LC, Takagi S, Carey CM. Ca pre-rinse
greatly increases plaque and plaque fluid F. J Dent Res 2008; 87(5):466-69.





