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Pereira ALG O efeito de Zerumbona sobre biofilme multiespécies formado sobre
resina acrilica [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2024.

RESUMO

A cavidade oral é colonizada por fungos e bactérias que formam biofilmes
polimicrobianos. Existe uma relagédo simbidtica entre Streptococcus mutans e Candida
albicans que permite a formacao de biofilmes mais robustos, tanto in vitro como in
vivo. O uso de substancias naturais para o controle de biofilmes € promissor, diante
da resisténcia antimicrobiana a farmacos convencionais. O Zerumbona (ZER)
demonstrou potencial na redugcédo de componentes de biofilmes simples de C. albicans
susceptivel e resistente ao fluconazol. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia da ZER (256 e 512 ug/mL) no desenvolvimento e na erradicacdo de
biofilmes mistos de C. albicans e S. mutans formados sobre discos de resina acrilica.
A eficacia do tratamento foi avaliada por meio da contagem de colbnias viaveis e
analise dos componentes do biofilme [proteinas soluveis e insoluveis, polissacarideos
soluveis em agua (WSP) e soluveis em alcali (ASP), peso total e peso seco insoluvel,
DNA extracelular (eDNA)]. Discos de resina acrilica termicamente ativada foram
fabricados e padronizados com rugosidade entre 2,7 e 3,7 ym (n=120). Para avaliar a
eficacia da ZER na inibicdo da adesao e formacado do biofilme, os discos foram
imersos por 8 h nas solugbes de ZER e, posteriormente, foi formado o biofiime de 48
h (n=60). Para avaliar a eficacia do ZER na erradicagao do biofilme, os discos com
biofiimes de 48 h, foram imersos por 20 min na solugédo (n=60). Como controle foram
utilizadas as solugdes de Clorexidina (CLX) e Nistatina (NYS). Os dados
apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo teste ANOVA one way,
seguido do pos-teste de Tukey (dados homoscedasticos) e pos-teste de Games-
Howell (heterocedasticos) (a=0,05). Os resultados comprovam a eficacia de ZER na
reducao de coldnias viaveis de C. albicans e dos componentes do biofilme, em ambas
condi¢des avaliadas (ensaio de inibicdo de adeséo e formagao de biofilme e ensaio
de erradicagdo dos biofilmes maduros). Os biofilmes formados sobre superficie
previamente tratada com ZER 512 ug/mL apresentaram redugao na viabilidade celular
de C. albicans (5,07 log1o) (p<0,001), mas o mesmo n&o pbde ser observado sobre S.
mutans (p=1,000). Os biofilmes formados sobre a superficie tratada com ZER 512
ug/mL apresentaram redugdo nas proteinas insoluveis (37%) (p<0,001), WSP
(13,75%) (p<0,001), ASP (46,96%) (p<0,001) e eDNA (11,47%) (p<0,008). A
viabilidade celular dos biofilmes maduros tratados com ZER 512 ug/mL também foi
reduzida para C. albicans (1,49 logio) (p<0,001), mas nao foi possivel observar
atividade sobre S. mutans (p=1,000). Os componentes do biofilme foram
consideravelmente reduzidos apés o tratamento com ZER 512 ug/mL, com destaque
para proteinas soluveis (20,35%) (p<0,001), WSP (20,49%) (p<0,001), ASP (51,11%)
(p<0,001) e eDNA (33,38%) (p<0,001). ZER reduziu a viabilidade celular de C.
albicans em biofilmes mistos, bem como a biomassa e os componentes do biofilme,
com destaque para proteinas (soluveis e insoluveis), polissacarideos (ASP e WSP) e
eDNA.

Palavras — chave: Biofiimes. Matriz Extracelular de Substancias Poliméricas.
Fitoterapia.



Pereira ALG. The effect of Zerumbone on multispecies biofilm formed on acrylic resin
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

The oral cavity is colonized by fungi and bacteria that form polymicrobial biofilms.
There is a symbiotic relationship between Streptococcus mutans and Candida albicans
that allows the formation of more robust biofilms, both in vitro and in vivo. The use of
natural substances to control biofilms is promising, given antimicrobial resistance to
conventional drugs. Zerumbone (ZER) demonstrated potential in reducing simple
biofilm components of C. albicans susceptible and resistant to fluconazole. The
present study aimed to evaluate the influence of ZER (256 and 512 ug/mL) on the
development and eradication of mixed biofilms of C. albicans and S. mutans formed
on acrylic resin discs. Treatment efficacy was assessed by counting viable colonies
and analyzing biofilm components [soluble and insoluble proteins, water-soluble
(WSP) and alkali-soluble (ASP) polysaccharides, total weight and insoluble dry weight,
extracellular DNA (eDNA)]. Thermally activated acrylic resin discs were manufactured
and standardized with roughness between 2.7 and 3.7 pm (n=120). To evaluate the
effectiveness of ZER in preventing biofilm formation, the discs were immersed for 8 h
in ZER solutions and, subsequently, biofilm was formed for 48 h (n=60). Data
presented a normal distribution and were analyzed by one-way ANOVA, followed by
Tukey's post hoc test (homoscedastic data) and Games-Howell post hoc test
(heteroscedastic data) (a=0.05). The results confirm the efficacy of ZER in reducing
viable colonies of C. albicans and biofilm components under both evaluated conditions
(adhesion inhibition and biofilm formation assay and mature biofilm eradication assay).
Biofilms formed on surfaces pre-treated with ZER 512 ug/mL showed a reduction in
the cellular viability of C. albicans (5.07 log10) (p<0.001), but this was not observed for
S. mutans (p=1.000). Biofilms formed on surfaces treated with ZER 512 ug/mL
exhibited a reduction in insoluble proteins (37%) (p<0.001), WSP (13.75%) (p<0.001),
ASP (46.96%) (p<0.001), and eDNA (11.47%) (p<0.008). The cellular viability of
mature biofilms treated with ZER 512 yg/mL was also reduced for C. albicans (1.49
log10) (p<0.001), but no activity was observed for S. mutans (p=1.000). Biofilm
components were significantly reduced after treatment with ZER 512 yg/mL, notably
soluble proteins (20.35%) (p<0.001), WSP (20.49%) (p<0.001), ASP (51.11%)
(p<0.001), and eDNA (33.38%) (p<0.001). ZER reduced the cellular viability of C.
albicans in mixed biofilms, as well as the biomass and biofilm components, especially
proteins (soluble and insoluble), polysaccharides (ASP and WSP), and eDNA.
Keywords: Biofilms. Extracellular Polymeric Substance Matrix. Phytotherapy.
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1 INTRODUGAO

A cavidade oral possui uma microbiota complexa e diversificada, composta por
fungos, bactérias, virus e protozodrios'. Estes microrganismos coexistem em
equilibrio em estruturas organizadas denominadas biofilmes. Nos biofilmes, os
microrganismos permanecem englobados por uma matriz polimérica extracelular que
contribui para a sua preservacao e para manutencéo das interacdes entre as células,
a superficie e o meio ambiente?3. A coexisténcia dos microrganismos neste
microambiente tem grande repercussao clinica, visto que estdo relacionados a
diversas infeccbes microbianas, principalmente aquelas associadas a dispositivos
meédicos, como cateteres e proteses. Além disso, os biofilmes tém implicagao direta
na reducdo da acdo e eficacia dos farmacos utilizados em tratamentos
antimicrobianos convencionais*®.

Candida albicans é uma espécie fungica que mantém uma relagdo comensal
com o hospedeiro, de modo que fatores locais, sistémicos e ambientais podem
promover alteragdes na homeostase que permitem que estes microrganismos se
tornem patogénicos oportunistas, principalmente em pacientes imunossuprimidos,
desencadeando infecgdes®’. Os fatores de viruléncia de C. albicans estdo associados
a sua transi¢cao morfolégica entre levedura, pseudo-hifas e hifas e, principalmente, a
capacidade de formacao de biofilmes e a resisténcia as defesas do hospedeiro e a
farmacos convencionais’. A presencga de C. albicans em biofilmes mistos aumenta a
expressao de genes associados a sua alteragao morfolégica o que reflete no aumento
da viruléncia®.

Streptococcus mutans € uma bactéria anaerdbica, facultativa, Gram-positiva,
com propriedades acidogénicas e aciduricas, considerado o principal microrganismo
associado a doenca carie®. Devido a sua capacidade de sintetizar polissacarideos
extracelulares, S. mutans € um grande contribuinte para a formagao de biofilmes
patogénicos e apresenta alta prevaléncia no biofiime dental®.

Ao compreender a ampla variedade de espécies que colonizam a cavidade
bucal, a presenca de biofilmes multiespécies € uma realidade a ser abordada. As
interagcdes entre as espécies que ocorrem neste ambiente podem ser sinérgicas, ou
seja, de beneficio mutuo, de maneira que a presenga de um determinado
microrganismo pode potencializar a adesdo e retengdo de outros'. A relagdo

simbidtica entre S. mutans e C. albicans permite a formacdo de biofilmes mais
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robustos e com alto nivel de viruléncia, tanto in vitro como in vivo, de maneira que as
infecgdes causadas por estas espécies, quando estdo associadas, podem se tornar
mais graves 2. Além disso, na presenga de sacarose, ocorre a produgdo de glucanos
pelas células bacterianas, o que promove maior adesdo de coldnias viaveis a
microestrutura do biofilme, além de aumentar a adesao fungica as superficies bibdticas
e abioticas'. Espécies de Candida (principalmente C. albicans) tém sido observadas
em maior quantidade na cavidade oral de criangas com carie prevalente, em
comparagao a criangas livres de carie, determinando a potencial atividade cariogénica
do fungo e interagdo com S. mutans™.

A matriz extracelular dos biofilmes microbianos € composta principalmente por
polissacarideos e DNA extracelular, responsaveis pela manutengao da estrutura do
biofilme %16, B-1,3-glucanos, presentes na matriz extracelular, desempenham papel
fundamental para a resisténcia do biofilme aos antifungicos convencionais, uma vez
que sao capazes de reduzir o efeito do farmaco sobre os patdgenos, resultando na
persisténcia ou progressao da infecgdo'®'”. Considerando os aspectos enumerados,
o manejo clinico de infec¢gdes causadas por biofilmes tem se tornado cada vez mais
dificil devido a susceptibilidade reduzida aos tratamentos convencionais, sendo assim,
a necessidade de terapias medicamentosas alternativas se torna importante'®1°.

Neste contexto, as propriedades antimicrobianas dos agentes naturais podem
ser consideradas como um recurso valioso?%2'. Estudos demonstram que substancias
naturais podem interferir na aderéncia de microrganismos nas superficies dentais,
bem como inibir o crescimento microbiano??23. Os dleos essenciais extraidos das
plantas sdo reconhecidos por suas atividades analgésica, anti-inflamatéria, antiviral,
antioxidante, anticancerigena, imunomoduladora, antibacteriana e antifiungica?*. Em
geral, as propriedades antimicrobianas das substancias naturais estdo relacionadas
com suas interacdes com as células, podendo afetar a membrana celular de bactérias
e fungos e torna-los mais permeaveis aos farmacos?>-?.

Zerumbona (ZER) é um sesquiterpénico monociclico isolado do dleo essencial
de Zingiber zerumbet Smith. Estudos demonstraram o potencial farmacolégico variado
que esta substancia apresenta, como propriedades antineoplasicas, antioxidantes,
anti-inflamatdrias, imunomoduladoras, antipiréticas, além de antibacterianas e
antifingicas?®3%. ZER apresentou atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos presentes na cavidade oral, entre os quais C. albicans, Candida

tropicalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacteroides fragilis,
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Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Streptococcus mutans3*-3°. Além disso,
ZER nao apresentou efeitos citotdxicos substanciais as células de linhagens de
mamiferos3®. Em um estudo prévio desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, ZER
demonstrou seu potencial em atuar na reducédo de componentes importantes da matriz
extracelular de biofilmes de C. albicans susceptivel e resistente ao fluconazol tratados
com diferentes concentragbes do composto3®.

Embora a acdo antimicrobiana da ZER tenha sido estabelecida anteriormente
em biofilmes simples de C. albicans susceptivel e resistente ao fluconazol®, a acdo
da substancia em biofilmes multiespécies formado por C. albicans e S. mutans ainda
nao foi investigada. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do
ZER sobre a formagéo e na erradicagéo de biofilmes mistos (C. albicans resistentes
ao fluconazol (CaR) e S. mutans) formados sobre discos de resinas acrilicas. A
eficacia dos tratamentos foi avaliada por meio da contagem das unidades formadoras
de colbnias e quantificagdo dos componentes do biofilme [proteinas soluveis e
insoluveis, polissacarideos soluveis em agua (WSP) e soluveis em alcali (ASP), peso
total e peso seco insoluvel, DNA extracelular (eéDNA)].
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2 PROPOSIGAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do composto natural
ZER na inibicdo ou erradicagcdo de biofilmes mistos de C. albicans e S. mutans
formados sobre uma superficie abidtica que simula a base de préteses dentarias.

A hipotese nula investigada foi que ZER apresenta efeitos sobre a viabilidade

celular dos microrganismos e sobre os componentes do biofilme.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade de ZER em duas condic¢des distintas: inibicdo da adesao de
microrganismos e formacao do biofilme pelo tratamento prévio das superficies de
adesao dos microrganismos; e a erradicagao do biofilme maduro. A eficacia dos
tratamentos foi avaliada por meio da determinagcdo do efeito antimicrobiano pela
contagem de colbnias viaveis apos o tratamento, bem como da determinagdo dos
efeitos de ZER sobre componentes do biofilme.

Avaliar o efeito antimicrobiano do ZER na inibicdo da adesdo de
microrganismos e formacéo do biofilme misto sobre superficies que permaneceram
imersas por 8 h em solugdes de ZER (256 ug/mL e 512 pg/ mL) por meio da contagem
de unidades formadoras de colbnias;

Avaliar o efeito antimicrobiano de ZER na erradicagdo de biofiimes mistos
maduros apos o tratamento com ZER (256 ug/mL e 512 ug/mL) por meio da contagem
de unidades formadoras de colbnias;

Avaliar os efeitos do ZER na inibicdo da adesao e formacao de biofilmes mistos
por meio da avaliagao dos componentes dos biofilmes [proteinas soluveis e insoluveis,
polissacarideos soluveis em agua (WSP) e soluveis em alcali (ASP), peso total e peso
seco insoluvel, DNA extracelular (eDNA)];

Avaliar os efeitos do ZER sobre o biofilme misto por meio da avaliagdo dos
componentes dos biofilmes [proteinas soluveis e insoluveis, polissacarideos soluveis
em agua (WSP) e soluveis em alcali (ASP), peso total e peso seco insoluvel, DNA

extracelular (eDNA)].
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3 REVISAO DA LITERATURA

Nesta revisdo de literatura estdo elencados trabalhos cientificos que
corroboram para o tema do presente estudo, os quais estdo apresentados de acordo
com os principais assuntos abordados: biofilmes, antimicrobianos convencionais, uso

de compostos naturais antimicrobianos.

3.1 Biofilmes

Flemming et al. 3 (2007) discorreram sobre biofiimes e sua estruturagéo. Foi
evidenciado que as substancias poliméricas extracelulares (EPS) de biofilmes s&o
biopolimeros de origem microbiana que englobam os microrganismos. As EPSs nao
sao compostas somente por polissacarideos, mas também por uma variedade de
proteinas, glicoproteinas e glicolipidios e, em alguns casos, DNA extracelular (€DNA)
e determinam a porosidade, a hidrofobicidade, a densidade, o teor de agua, as
propriedades de sor¢do e a estabilidade mecanica do biofilme. Esta matriz interage
com o meio ambiente e, por meio de sua propriedade de sorgao, proporciona a difusao
de nutrientes captados para os microrganismos do biofiime e a adesao da estrutura
as superficies. Os biofilmes ainda garantem um ambiente propicio para a transferéncia
horizontal de genes, de maneira que ocorrem trocas de material genético ja que as
células sdo mantidas préximas umas das outras. Além disso, a presenca de acidos
nucléicos no biofilme foi evidenciada, definidos como DNA extracelular (eDNA). A
matriz extracelular € uma rede que fornece estabilidade mecanica por interagdes
hidrofdbicas, reticulagao por cations multivalentes e emaranhados de biopolimeros na
presenca de eDNA. Dessa maneira, a estrutura possui um sistema altamente
complexo que auxilia na integridade do biofiime, fornecendo -caracteristicas
particulares.

Tsai'® et al. (2010) utilizaram micro arranjos de DNA para analisar isolados
orofaringeos de Candida glabrata que desenvolveram resisténcia a antifungicos
azoélicos. O perfil transcricional revelou 19 genes regulados positivamente na maioria
dos isolados resistentes em comparacdo com os seus isolados susceptiveis. Os sete
isolados resistentes apresentaram regulagéo positiva de C. glabrata PDR1 (CgPDR1),
um regulador transcricional mestre da rede de resisténcia a drogas pleiotropicas

(PDR), e os sete isolados resistentes mostraram uma regulagao positiva de genes
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alvo CgPDR1. Além disso, quatro mutagdes ocorreram no dominio regulador (L280P,
L344S, G348A e S391L) e uma no dominio de ativagdo (G943S), enquanto duas
mutagdes (N7641 e R772l) ocorreram em uma regido indefinida. A associagcédo de
resisténcia ao azol e as mutagbes CgPDR1 foi investigada no mesmo contexto
genético, introduzindo as sequéncias CgPDR1 de um isolado sensivel e cinco isolados
resistentes em uma cepa hiper suscetivel a azol (cepa Cgpdr1) por meio de
transformacao integrativa. No entanto, apesar dos antecedentes genéticos idénticos,
a regulacéo positiva dos genes alvo CgPDR1 e CgPDR1 variou, independentemente
das localizagbes dos dominios em que ocorreram as mutagdes. Os autores sugeriram
que as mutagdes em CgPDR1 contribuiram para a resisténcia clinica aos azdis, mas
diferentes mutagées também apresentaram graus de impacto nos genes alvo de
CgPDR1.

Da Silva et al.®® (2012) avaliaram o efeito da exposi¢do de biofiimes de C.
albicans ao fluconazol ou a nistatina, a partir da analise da matriz de polissacarideos
extracelulares. A cepa referéncia de C. albicans (ATCC 90028) foi submetida ao teste
de minima concentragdo inibitoria (MIC) com fluconazol ou nistatina. Para os testes,
espécimes de resina acrilica de polimetilmetacrilato (PMMA) foram confeccionados de
acordo com as recomendacdes do fabricante e tiveram sua rugosidade de superficie
padronizada. Em seguida, os biofiimes de C. albicans foram desenvolvidos na
superficie dos espécimes durante 48 h, e entdo os biofilmes foram expostos a
fluconazol ou nistatina nas concentragdes de MIC, 10 x MIC ou 100 x MIC, por 24 h.
Foi avaliada a atividade metabdlica dos biofilmes pelo teste XTT, e a producéo de
polissacarideos extracelulares soluveis e insoluveis, bem como dos polissacarideos
intracelulares pelo método fenol-acido sulfurico. Além disso, microscopia confocal a
laser foi utilizada para caracterizar a arquitetura dos biofilmes e proporcao de células
vivas e mortas. Os resultados obtidos pelos autores demonstram que a presenca do
fluconazol ou nistatina em concentracbes maiores que o MIC resultou em uma
reducao significativa da atividade metabdlica. A presencga de nistatina nao alterou a
matriz de polissacarideos extracelulares em todas as concentragbes investigadas
(p>0.05). A arquitetura dos biofilmes nao foi afetada por ambos os agentes
antifungicos, em qualquer concentragdo testada (p>0.05). Os autores sugerem
concentragbes maiores que MIC de fluconazol e nistatina reduziram a atividade
metabdlica dos biofilmes de C. albicans; no entanto, tais concentragdes ndo alteraram

a matriz de polissacarideos extracelulares nem a arquitetura dos biofilmes.
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Taff et al.*® (2014) relataram que a resisténcia de Candida em relagdo a
atividade de farmacos, como os poliénicos e azbis, esta relacionada a matriz
extracelular dos biofilmes. B- glucanos e DNA extracelular presentes no biofilme sao
0s principais responsaveis pela resisténcia do biofilme a diferentes antifungicos.
Durante a fase inicial de formacgao dos biofiimes de Candida, as bombas de efluxo
aumentam sua atividade e, dessa forma, colaboram para o aumento da resisténcia
microbiana, e a medida que o biofilme amadurece, as bombas de efluxo diminuem a
sua atividade e mecanismos mais especificos passam a desempenhar maior fungao
na resisténcia. Em biofilmes maduros, a produ¢ao da matriz extracelular contendo -
1,3 glucano ¢é a principal caracteristica que dificulta a penetracdo dos antimicrobianos.
Os polimeros participam do sequestro de antifungicos, como fluconazol, anfotericina
B, nistatina e flucitosina. Os autores sugerem que os farmacos direcionados ao
ergosterol possuem eficacia limitada, como os azébis e poliénicos, ja que a matriz
extracelular desempenha maior fungao na resisténcia microbiana.

Zarnowski et al.*' (2014), analisaram a matriz de biofilmes de Candida albicans,
tanto in vitro quanto em um modelo clinico em animais, a fim de investigar a fungao
dos componentes da matriz e o impacto na resisténcia aos medicamentos. Foram
descobertos componentes de cada uma das classes macromoleculares (55% de
proteina, 25% de carboidrato, 15% de lipidio e 5% de acido nucleico) na matriz de
biofilme de C. albicans. Trés polissacarideos individuais foram identificados, sendo os
polissacarideos mais abundantes os a-1,2 a-1,6-mananos ramificados (87%)
associados com [3-1,6-glucanos nao ramificados (13%), os quais se arranjam em um
complexo denominado manano-glucano (MGCx). Os lipidios da matriz consistiam em
glicerolipidios neutros (89.1%), glicerolipidios polares (10.4%) e esfingolipidios (0.5%).
A analise do acido nucleico da matriz identificou a presenga de DNA extracelular,
(principalmente sequéncias nao codificantes). Proteinas e polissacarideos também
estavam presentes na matriz de biofilme in vivo, sendo clinicamente relevante. A
analise protedmica da matriz funcional revelou 458 atividades distintas nos biofilmes.
Os autores sugerem que as células do biofilme vivem imersas em uma matriz
autoproduzida formada por uma mistura de biopolimeros extracelulares, os quais nao
sdo caracterizados. Dessa forma, a viruléncia da Candida esta associada a sua
capacidade de formar biofilmes e, uma vez estabelecidas, as infec¢des por biofiime
sao de dificil controle.
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Nett e Andes*? (2020) publicaram uma revisao de literatura que relatou como a
matriz extracelular do biofilme contribui para a patogenicidade dos microrganismos
aderidos na estrutura, sugerindo seu papel na promogao da toleréancia e resisténcia a
antifungicos. Os autores sugerem que a produgdo de matriz extracelular é
fundamental para fornecer essa caracteristica, apresentando alguns estudos que
definem os polissacarideos da matriz como componentes importantes envolvidos na
tolerancia e resisténcia a farmacos. A matriz é formada por uma variedade de
biomoléculas, entre elas estdo proteinas (55%), carboidratos (25%), lipidios (15%) e
DNA (5%). Os autores sugerem que a presencga dos polissacarideos do biofilme
contribui para a resisténcia de Candida, pois a formagao de um complexo farmaco-
polissacarideo, provavelmente por meio de interacdes ndo covalentes, impede a total
eficiéncia de substancias microbianas. Por fim, afirmam que esses estudos podem
revelar novas estratégias para combater a infecgdo promovida por biofilmes.

Pereira et al.'® (2021) desenvolveram uma revisao que forneceu um panorama
sobre C. albicans em relagdo a produgao de biofilmes, o uso antifungicos utilizados
no combate as infec¢gdes causadas pelo fungo e os mecanismos de resisténcia a
esses medicamentos. Os autores sugerem que a capacidade de alterar a morfologia
e formar biofilmes é fundamental para a patogénese da C. albicans, sendo que a
maioria das infec¢des por este patdégeno esta associada a formagao de biofilmes nas
superficies dos hospedeiros ou dispositivos médicos. Neste caso, os biofilmes
formados por C. albicans tornam-se tolerantes a terapia antimicrobiana com agentes
terapéuticos comumente utilizados. Dessa forma, os autores sugerem a importancia
de pesquisas voltadas a prevencao e controle dessas comunidades microbianas
clinicas, diante da crescente resisténcia microbiana.

Paes Leme et al.*® (2006) avaliaram a diversidade genotipica de S. mutans
identificados no biofilme dental formado in vivo na presencga de sacarose, assim como
a capacidade acidogénica e acidurica desses gendtipos. Voluntarios participaram do
estudo e bochecharam agua destilada ou solugdo de sacarose 8x/dia durante 3 dias.
S. mutans foram isolados da saliva e do biofilme dental e genotipados por PCR com
primers-arbitrarios. A maioria dos voluntarios apresentou apenas 1 gendtipo na saliva,
que foram detectados em quase todas as amostras de biofilme em altas proporcoes.
Gendtipos isolados somente na presengca de sacarose mostraram-se mais
acidogénicos do que aqueles genotipos isolados apenas na presenga de agua.

Gendtipos de biofilmes formados na presenga de sacarose foram mais aciduricos
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apos 30 e 60 min de incubacdo em pH 2,8 e 5,0, respectivamente. Os resultados
apresentados no estudo sugerem que biofilmes formados sob condi¢ao de alto desafio
cariogénico podem apresentar genotipos de S. mutans mais aciduricos e mais
acidogénicos.

Vu et al.** (2009) realizaram uma revisdo da literatura visando o papel das
substancias poliméricas extracelulares (EPS) na aderéncia e fixagdo bacteriana,
seguida pela formagao de biofilme. Os autores sugerem que o tema €& importante
diante dos diferentes impactos em areas da biomedicina, biotecnologia e industrial,
incluindo aplicagbes farmacéuticas, cirurgicas, na engenharia alimentar,
biorremediacao e biohidrometalurgia.

Lebeauz et al*® (2014), por meio de uma revisdo da literatura abordou a
"recalcitrancia" de biofilmes bacterianos, caracterizada como a capacidade dos
biofilmes patogénicos sobreviver na presencga de altas concentragdes de antibidticos.
Os autores demonstram a importdncia do tema diante das diversas infeccoes
relacionadas ao biofilme em ambientes médicos. Os autores sugerem que a
recalcitrancia € uma propriedade caracteristica do estilo de vida do biofilme que leva
a falhas de tratamentos e a recorréncia de infecgdes. Os autores apresentam na
revisdo uma compreensao dos mecanismos moleculares da recalcitrancia do biofilme
em relagdo aos antibidticos, descrevendo a importancia de conceber estratégias
eficientes para prevenir ou erradicar infec¢des relacionadas ao biofilme.

Klein et al.*6 (2015), por meio de uma revisao da literatura, discorreram sobre
biofiimes de S. mutans, microrganismo caracterizado como um grande produtor de
substancias poliméricas extracelulares, incluindo exopolissacarideos (EPS), eDNA e
acido lipoteicoico (LTA). EPS sao produzidos por exoenzimas derivadas de S. mutans
e formam uma matriz espacialmente heterogénea e limitadora de difusdo que protege
as bactérias incorporadas. Os autores sugerem que a matriz rica em EPS proporciona
estabilidade/coesdo mecanica entre os microrganismos, propiciando a formacao de
microambientes altamente acidos, importantes para a patogénese da carie dentaria.
Os autores ainda relatam que S. mutans também é produtor de eDNA e LTA, os quais
contribuem com o desenvolvimento da matriz ocasionando o aumento da sintese de
EPS (glucano) localmente, aumentando a adesédo de S. mutans a superficies e a
estruturagao de biofilmes altamente coesos.

Li ef'S al. (2020) avaliou o papel de cada um dos principais componentes

quimicos de biofilmes bacterianos de Vibrio parahaemolyticus [DNA extracelular
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(eDNA), proteinas extracelulares e carboidratos]. Os autores sugerem que as
substancias poliméricas extracelulares (EPS) que sao responsaveis pela estruturagéao
tridimensional dos biofilmes ainda ndo foram exploradas quanto ao seu papel na
formacdo do biofilme. Os resultados obtidos pelos autores demonstram que a
formacéao do biofilme foi correlacionada positivamente tanto com o eDNA quanto com
o conteudo de proteina (P <0,01), mas ndo com carboidratos. Além disso, os autores
demonstram que o tratamento individual com as enzimas DNase | ou protease K
reduziu a adeséo inicial dos microrganismos e consequentemente a estabilidade
estrutural dos biofilmes a partir da hidrélise do eDNA ou das proteinas extracelulares,
respectivamente, porém as enzimas nao induziram uma dispersao significativa de
biofilmes maduros. Por outro lado, a combinacdo de DNase | e protease K induziu a
dispersao dos biofilmes maduros por meio da destruicdo simultdnea de eDNA e
proteinas extracelulares. Os autores demonstram que a desestruturagcao dos biofilmes
ocorreu porque houveram danos a configuragao do material genético do eDNA e da
estrutura secundaria das proteinas causada pelo tratamento enzimatico. Os autores
sugerem que os resultados obtidos fornecem uma nova estratégia para desenvolver
métodos ecologicamente corretos para erradicar os biofilmes na industria alimenticia.

Jarosz et al.*6 (2009) avaliaram a comunicagéo inter-reino entre C. albicans e
S. mutans com base na produg¢ao de moléculas secretadas. Os autores relatam que
C. albicans € um fungo polimérfico comumente encontrado na cavidade oral humana,
onde interage com S. mutans, e que passa pela transigéo de levedura para hifa, a qual
esta envolvida na viruléncia do microrganismo e na formacgao de biofilme. Os autores
avaliaram se S. mutans (UA159) foi capaz de inibir a formagao de tubo germinativo
(GT) de C. albicans em co-culturas. Os autores sugerem que durante esta fase, S.
mutans produz o peptideo estimulador de competéncia (CSP), cuja fungao na inibigéo
da formacdo de GT foi confirmado usando CSP sintético e uma cepa de S. mutans
que nao possui a capacidade de produzir CSP. Outras cepas de S. mutans e outros
Streptococcus spp. também foram capazes de inibir a formacdo de GT, mas em
extensdes diferentes. Os autores sugerem que os resultados obtidos refletem que o
CSP foi capaz de inibir a mudanga morfolégica de C. albicans, reduzindo sua
viruléncia e capacidade de formacéo e biofiime.

Flemming e Wingender*” (2010) discorreram sobre a matriz extracelular
presente nos biofilmes de microrganismos, descrevendo as fungdes, propriedades e

constituintes da matriz EPS que tornam os biofiimes grandes comunidades
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complexas. Os autores sugerem que esta matriz autoproduzida é formada de
substancias poliméricas extracelulares hidratadas (EPS). EPS sao principalmente
polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipidios, os quais fornecem a
estabilidade mecanica caracteristica dos biofilmes, auxiliam na ades&o da estrutura
as superficies e criam uma rede polimérica coesa e tridimensional que conecta e
imobiliza as células do biofilme. Os autores sugerem que a matriz do biofilme atua
como um sistema digestivo, mantendo as enzimas extracelulares proximas as células,
0 que permite-lhes metabolizar biopolimeros.

Xiao et al.*® (2012) discorreram sobre os EPS presentes nos biofilmes e nas
superficies bacterianas, os quais fornecem locais de ligacdo para outros
microrganismos ao envolver as células microbianas. Os autores investigaram os
mecanismos que modulam a arquitetura tridimensional (3D) da matriz EPS produzida
por S. mutans e as mudancgas populacionais durante a morfogénese de biofilmes, os
quais foram formados sobre uma superficie de apatita revestida de saliva. Os autores
também avaliaram se a matriz influencia o desenvolvimento de microambientes de pH
dentro de biofilmes intactos usando uma técnica de mapeamento de pH 3D in situ. Os
resultados revelam que a producdo da matriz EPS ajuda a criar heterogeneidades
espaciais, formando microcoldénias por meio de interagbes célula-matriz. Esta
arquitetura complexa cria microambientes acidos e ricos em EPS em todo o biofilme,
0 que propicia o dominio de S. mutans patogénicos dentro de um sistema misto de
espécies. Os resultados foram mediados pelos genes gtfB/gtfC de S. mutans, cuja
expressao foi aumentada na presencga de Actinomyces naeslundii e Streptococcus
oralis. Além disso, compartimentos acidos foram encontrados no interior de ilhotas
bacterianas protegidas por EPS, impedindo a rapida neutralizagdo pelo tampéao (pH
7,0) e resultando em regides de pH baixo (<5,5) em locais especificos. Os autores
revelam que a resisténcia a clorexidina foi aumentada nas células dentro dos
complexos de microcolbnias em comparacdo com as externas as estruturas. Os
autores sugerem que a formagado dos microambientes acidos se associa a viruléncia
em biofilmes cariogénicos.

Lohse et al.*® (2018), por meio de uma revisdo da literatura, proporcionaram
uma visao geral dos processos envolvidos na formacgao de biofilmes de C. albicans e
discutiram a rede transcricional que regula o desenvolvimento do biofilme. Os autores
sugerem que o impacto médico de C. albicans esta comumente associado a

capacidade de formar biofilmes, além de elencar as vantagens que os biofilmes



21

proporcionam ao microrganismo aderido a estrutura em comparagdao a forma
planctdénica. Além disso, os autores sugerem que a capacidade de interagao entre C.
albicans e espécies bacterianas no biofilme possibilita a formacgao de biofilmes mistos
com maiores beneficios a estrutura, além da capacidade de protecdo mutua entre os
microrganismos.

Kim et al.3® (2018) sugerem que, diante das interagdes fungico-bacterianas que
geram biofilmes unicos associados a diferentes infec¢gdes humanas, entre elas a carie
dentaria infantil grave, as modalidades atuais sdo ineficazes por basearem-se em
terapias focadas em um unico microrganismo, apesar da natureza polimicrobiana da
infecgao. Os autores demonstram que a combinagao de fluconazol de uso tépico com
iodopovidona (Pl) & capaz de suprimir o transporte de C. albicans, e consequente
formacgao de biofilme misto, ao interromper a montagem de uma matriz protetora de
exopolissacarideo bacteriano (EPS) por meio da inibigdo da sintese de a-glucano pela
exoenzima de S. mutans (GtfB) ligada a superficie fungica. Os autores sugerem que
o EPS produzido in situ liga-se diretamente ao fluconazol, reduzindo a captagdo e o
transporte intracelular do medicamento. Além disso os autores demonstram que a
inibicdo da atividade de PI, associada a degradagdo enzimatica da matriz de a-
glucano restabeleceu a suscetibilidade antifungica. O efeito de protecéo
proporcionado pelo EPS derivado de bactérias leva a limitagcdbes da acao do
antifungico tépico em biofilmes orais mistos, principalmente devido ao aumento da
tolerancia de C. albicans. Os autores sugerem que os resultados obtidos fornecem
novas abordagens para o tratamento de C. albicans em biofilmes multiespécies, e
indicam os inibidores de EPS como mecanismos importantes para aumentar a eficacia
de eliminag&o de microrganismos e otimizar a atividade anti-biofilme dessas espécies
mistas.

Em 2020, Karygianni'’ et al., elencaram as principais caracteristicas da matriz
extracelular de biofilmes microbianos em uma abordagem mais atual. Os autores
sugerem que a composicao e os mecanismos de formagdo da matriz e seu papel
funcdo do biofilme estdo sendo cada vez mais estudados, e o trabalho destaca os
avancgos recentes nas propriedades fisico-quimicas e na viruléncia dos biofiimes a
partir de sua estruturacdo. Os autores sugerem ainda que o direcionamento de
condigdes especificas do biofilme poderia levar a abordagens antibiofilme precisas e
eficazes. Além disso, sugerem que ha a necessidade de analises mais aprofundadas

da matriz EPS em comunidades mistas que estdo associadas a muitas doencas
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infecciosas humanas, ja@ que o conhecimento no contexto dos biofiimes
polimicrobianos é limitado.

Khoury et al.%° (2020) determinaram o papel dos componentes da matriz do
biofilme derivado de C. albicans no aumento da colonizagéo por S. mutans e formagao
de biofilme misto. As avaliagdes comparativas de biofilmes de espécies unicas e
mistas demonstraram retencao significativamente melhorada de S. mutans em
biofilmes com C. albicans. O aumento observado em biofiimes de S. mutans foi
significativamente afetado pela digestdo enzimatica de polissacarideos, os quais
foram sugeridos pelos autores como fator chave na mediagao da formacgao de biofilme
misto. Um modelo de co-infecgado oral em camundongos clinicamente relevante foi
adaptado para demonstrar a colonizacdo de S. mutans mediada por C. albicans em
um hospedeiro. As analises de tecido colhido e a microscopia eletrbnica de varredura
demonstraram retencgao significativamente maior de S. mutans em dentes e linguas
de camundongos co-infectados em comparagdo com camundongos infectados
apenas com S. mutans. Os resultados apresentados pelo estudo indicam que a
secregao de polissacarideos de C. albicans no ambiente oral impacta o
desenvolvimento de biofiimes de S. mutans, e os autores sugerem que a colonizagao

oral por Candida deve ser considerada como um fator na avaliar o risco de carie.

3.2 Antimicrobianos Convencionais

Hope et al®' (2004) avaliaram biofilmes multiespécies cultivados em um
substrato de hidroxiapatita que foram imersos em uma solucdo de visualizagao
contendo indicadores fluorescentes de integridade da membrana. A estrutura espacial
e a vitalidade celular dentro dos biofilmes foram avaliadas por meio da microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM). A clorexidina foi adicionada a solugao de
visualizagdo para atingir concentragées de 0,05 e 0,2% (peso/vol). Os resultados
demonstraram que a exposicado a 0,2% de CHX fez com que a estrutura do biofilme
se contraisse, gerando alteragdes nas medi¢des de fluorescéncia total e nos perfis de
fluorescéncia. Os perfis de fluorescéncia (fluorescéncia versus tempo versus
profundidade) demonstraram que o efeito € dependente do tempo, e que o indicador
mais claro do efeito da CLX diluida ao longo do tempo foi o perfil de viabilidade. Os
autores sugerem a possibilidade de usar indicadores fluorescentes de integridade da

membrana em conjunto com perfis de viabilidade permitem avaliar a penetragao dos
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efeitos bactericidas de compostos antimicrobianos ativos na membrana no biofilme,
uma alterativa promissora para comprovar a eficacia de tratamentos convencionais.

Ruiz-Linares et al.5? (2014) avaliaram a capacidade de antimicrobianos
[clorexidina 0,2% e 2% (CHX), cetrimida 0,2% (CTR) e alexidina 0,2%, 0,5%, 1% e
2% (ALX)] no controle do biofilme de S. mutans formado sobre dentina. Todas as
concentragdes de ALX testadas e CTR 0,2% promoveram a redugao da viabilidade de
99% dos biofilmes avaliados, seguido de CHX de 2% que promoveu redugéo de 96%.
ALX 2% e CTR 0,2% promoveram erradicagao dos biofilmes, e CHX 0,2% nao
produziu erradicagdo em nenhum caso. Os resultados apresentados pelo estudo
demonstram que alexidina 2% e 1% e cetrimida 0,2%, aplicados por um minuto,
alcangaram a erradicagao do biofilme de S. mutans na maioria das amostras quando
aplicados a um modelo dentinario.

Xiao et al.%3 (2018), por meio de uma revisao da literatura avaliou os efeitos da
Clorexidina (CLX) na diminuicdo do risco de infeccdo pela colonizagdo de
equipamentos hospitalares. Os autores sugerem que as evidéncias demonstram que
que os pacientes que utilizaram CLX tiveram um risco significativamente menor de
colonizagao por Staphylococcus aureus resistente a meticilina adquirido em hospital
e Enterococcus resistentes a vancomicina.

Bassi et al.%* (2022) avaliaram a cinética de crescimento de biofilmes de C.
albicans em superficies sob a influéncia de filmes adsorvidos e a eficacia antibiofilme
de agentes antifungicos convencionais: anfotericina B, fluconazol e Nistatina. A
motivagao dos autores foi que, apesar do uso de antifungicos durante o tratamento de
estomatite protética associada a biofilmes, nado esta claro como o tempo, a superficie
do material e os substratos presentes durante a adesdo e o desenvolvimento do
biofilme podem influenciar o tratamento clinico. Para isso, corpos de prova foram
submersos diferentes sistemas (solugdo salina tamponada com fosfato, saliva
artificial, soro fetal bovino e saliva artificial + soro fetal bovino). Os biofilmes foram
formados sobre os espécimes e incubados por 8, 24 e 48 horas (fases inicial,
intermediaria e de maturagéo). A concentragdo inibitoria minima foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo e a atividade metabdlica dos biofilmes foi testada
por ensaio colorimétrico. Além disso avaliaram a viabilidade celular, a biomassa
relativa e a espessura do biofilme por microscopia confocal de varredura a laser. Os
resultados demonstram que biofilmes tratados com fluconazol e anfotericina B foram

parcialmente inibidos de maneira dose-dependente. A Nistatina inibiu a atividade
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metabdlica a partir de 62,5 ug/mL. Variagdes na biomassa relativa e espessura foram
observadas dependendo das fases de desenvolvimento dos biofimes, e a
porcentagem de células inviaveis foi constante ao longo da formagao dos biofilmes.
Os autores sugerem que fluconazol e anfotericina B foram capazes de reduzir a
atividade metabdlica dos biofilmes de C. albicans, porém Nistatina foi mais eficaz.
Alomeir et al.>® (2023) avaliaram o efeito da Nistatina em biofilmes mistos de S.
mutans e C. albicans. Os biofilmes foram formados em discos de hidroxiapatita
revestidos de saliva. Entre 20 e 68 horas, os biofilmes foram tratados com 28.000 Ul
de solugdo de NIS, 5 minutos/aplicacdo, 4 vezes/dia, para mimetizar a aplicagao
clinica. A estrutura tridimensional do biofilme foi avaliada por microscopia confocal e
a expresséao dos genes de viruléncia de C. albicans e S. mutans foi avaliada por PCR
em tempo real. Os resultados demonstram que o tratamento com a substancia
eliminou totalmente C. albicans em biofilmes apds 44 horas, e reduziu a abundancia
de S. mutans em 0,5 log UFC/ml apés 44 h (p<0,05). O tratamento também reduziu o
peso seco do biofilme. Os autores sugerem que a distribuigdo de biomassa foi alterada
pelo tratamento, resultando em menos volume nas camadas de substrato em biofilmes
tratados com Nistatina em comparagcdao com o controle. A reducdo do tamanho e
volume das microcolbénias também foi observada. Os autores sugerem que a
aplicagao da substancia alterou as caracteristicas dos biofiimes de C. albicans e S.

mutans.

3.3 Terapias Alternativas para Inativagao de Microrganismos e/ou biofilmes

Panariello et al.®® (2019) avaliaram a eficacia das enzimas DNAse e B-
glucanase, individualmente ou em combinacgdo, associadas a Terapia fotodindmica
(aPDT) sobre os componentes da matriz do biofiime de cepas de C. albicans
suscetiveis (S) e resistentes ao fluconazol (R). Os autores sugerem que apesar da
utilizacdo da aPDT para a inativagcdo de microrganismos, essa alternativa nao
demonstra tantos efeitos quando estes estdo incorporados ao biofilme, e, portanto, a
determinacao de substancias capazes de desestruturar o biofiime sdo importantes
para melhorar o desempenho da terapia. Para isso, verificaram em microscopio
confocal a penetragéo de fotossensibilizador (PDZ) em biofilmes tratados previamente
ou nao com DNase em diferentes periodos de incubagao. Os resultados obtidos pelo

estudo demonstram que a DNase apresentou os melhores resultados, reduzindo o
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DNA extracelular (eDNA) e as proteinas solluveis da matriz de ambas as cepas; e
polissacarideos soluveis em agua da matriz CaR. Ao associar a enzima com a terapia
fotodindmica mediada por PDZ, os resultados demonstram que a penetragdo do PDZ
em camadas mais profundas do biofilme foi favorecida pelo tratamento prévio com a
enzima, de forma que o efeito do aPDT foi potencializado ao reduzir a viabilidade e a
quantidade de eDNA.

Abreu-Pereira et al.%” (2022) avaliaram a eficacia da enzima DNase combinada
com aPDT mediada por Photodithazine, contra biofilmes formados por uma cepa de
C. albicans resistente ao fluconazol (ATCC 96901) e dois isolados clinicos (R14 e
R70). Os biofiimes maduros foram expostos a DNase por 5 minutos, seguido de
aplicacédo de PDZ e luz, isoladamente ou combinados. Os autores realizaram a analise
do biofilme por meio da quantificagdo dos componentes da matriz extracelular
(polissacarideos soluveis e insoluveis em agua, proteinas e DNA extracelular) e da
biomassa (total e insoluvel), bem como a quantificagdo das unidades formadoras de
colbnias. Os resultados demonstram que o tratamento com DNase combinado com
aPDT mostrou reducdo da viabilidade celular de para todas as amostras analisadas
(cepa padrao resistente ao fluconazol e os dois isolados clinicos). Os tratamentos
foram eficazes na redugdo de polissacarideos soluveis em agua (36,3%) e DNA
extracelular (72,3%), bem como o conteudo de biomassa insoluvel (43,3%). Os
autores sugerem a eficacia do tratamento, visto que a combinagao da enzima a aPDT
foi capaz de reduzir componentes da matriz extracelular nas trés cepas avaliadas,

incluindo isolados clinicos.

3.4 Uso de Compostos Naturais Medicinais para Inativacao de Microrganismos
e/ou Biofilmes

Macros-Arias et al.%® (2011) avaliaram 8 derivados terpénicos (carvacrol,
farnesol, geraniol, linalol, mentol, mentona, terpinen-4-ol e a-terpineol), um
fenilpropandide (eugenol), um alcool fenetilico (tirosol) e sobre microrganismos C.
albicans isolados de proteses dentarias, por meio do método de microdiluicdo em
caldo. O objetivo foi testar a atividade antifungica in vitro de constituintes puros de
6leos essenciais, visando o controle de estomatite protética. A concentracio inibitoria
minima encontrada para cada substéncia foi 0,03-0,25% para eugenol e linalol, 0,03-
0,12% para geraniol, 0,06-0,5% para mentol, a-terpineol e terpinen-4-ol, 0,03-0,5%

para carvacrol e 0,06-4% para mentona. Com excec¢éao do farnesol, mentona e tirosol,
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os compostos demonstraram atividade in vitro contra os isolados de C. albicans
resistentes ao fluconazol. Os autores sugerem que as atividades fungistaticas e
fungicidas das substancias podem torna-las em alternativas promissoras para o
tratamento tépico de candidiase oral e estomatite protética.

Raut et al.®® (2013) avaliaram 28 terpendides de origem vegetal quanto a sua
atividade sobre biofilmes de C. albicans. A motivagao dos autores relaciona-se as
infecgbes causadas pelo microrganismo, e pela crescente resisténcia medicamentosa
associada. Os autores sugerem que sao necessarias moléculas que possam prevenir
ou erradicar biofilmes, visto que sao cruciais para a viruléncia do microrganismo.
Dezoito moléculas exibiram concentragdes inibitérias minimas menores que 2 mg/ml
para o crescimento planctonico. Moléculas selecionadas inibiram a morfogénese de
levedura para hifa em baixas concentragcdes e impediram a adesdo a uma superficie
sélida. 14 terpendides causaram a inibicao significativa (p <0,05) da formacéo de
biofilme. 8 terpendides foram identificados como inibidores de biofiimes maduros.
Dessa forma, os autores sugerem o potencial antibiofilme dos terpendides como
estratégia terapéutica contra infecgdes associadas ao biofilme de C. albicans.

Solimini et al.%° (2017), por meio de uma revisao de literatura, sugeriram o efeito
antimicrobiano apresentado por canabindides sintéticos (SCs), que s&do compostos
psicotropicos criados quimicamente em laboratério para imitar a atividade cerebral
canabinérgica do delta-9 tetrahidrocanabinol. Os autores sugerem que os SCs
apresentam aspecto fitoterapico capaz de atuar em diferentes areas do corpo, entre
elas na inativagao de microrganismos associados a infec¢des. Dessa forma, o uso de
substancias naturais, entre ela os canabindides, para o tratamento de infeccbes
microbianas € amplamente explorado.

Aziz et al. ?° (2018) discutiram o uso de 6leos essenciais, sobre a composigao
quimica, métodos de extracdo e aplicacido nas areas farmacéutica e terapéutica.
Diante dos varios métodos utilizados para sua extragao, os quais determinam as
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas dos oleos essenciais, 0s autores elencaram
diferentes métodos avangados (extragao com fluido supercritico, extragdo com liquido
subcritico e extragdo por micro-ondas sem solventes) e convencionais
(hidrodestilagao, destilagao a vapor, hidrodifusdo e extragdo com solventes) quanto
aos beneficios proporcionados as substancias. Os autores sugerem que os métodos
avancgados sao considerados as técnicas de extracido mais promissoras, relacionados

ao menor tempo de extragado, baixo consumo de energia, baixo uso de solvente e
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menor emissao de didxido de carbono. Os autores demonstram o potencial dos 6leos
essenciais a partir de seu uso como agentes anticancerigenos, antimicrobianos, anti-
inflamatorios, antivirais e intensificadores de permeacao da pele, e sugerem, portanto,
que o método de extracao é crucial para a eficacia das substancias.

Catto et al.%" (2019) consideraram a necessidade de terapias alternativas frente
aos atuais fungicidas quimicos fortemente presentes no mercado, os quais geram
preocupacdes sobre a sua eficacia diante dos biofilmes, o risco que representam para
a saude humana e a incidéncia de resisténcia aos fungicidas. Os autores utilizaram
os 6leos essenciais das folhas de duas espécies de Perilla frutescens (PK e PK-IK)
para verificar a capacidade de afetar a formagdo de biofilme fungicos de
Colletotrichum musae, Fusarium dimerum e Fusarium oxysporum. Os resultados
apresentados pelos autores demonstram que os Oleos essenciais nas concentracoes
de 1.000 e 2.000 mg/L apresentaram desempenho anti-biofilme ao reduzir a adeséo
e germinagao de conidios. Além disso as substancias se mostraram capazes de afetar
o desenvolvimento estrutural do biofilme ao reduzir o peso seco de e a quantidade de
polissacarideos e proteinas extracelulares da estrutura. Os autores sugerem a eficacia
dos Oleos essenciais de Perilla frutescens em biofilmes fungicos, tornando-os
alternativas promissoras para o tratamento de infeccoes associadas.

Ramsey et al.52 (2020), em uma revisao da literatura, sugeriram o aumento da
popularidade dos 6leos essenciais, 0s quais sdo encontrados em diferentes produtos,
incluindo aromatizantes de alimentos, sabonetes, lo¢gdes, xampus, colbnias,
detergentes para a roupa e até mesmo repelentes de insetos. Estas substancias
complexas sao compostas por centenas de componentes que podem variar muito
dependendo do processo de extragdo ou da origem da planta. Os autores elencaram
os beneficios dos Oleos essenciais para a saude, bem como alguns de seus efeitos
adversos. Com isso, sugerem que os Oleos essenciais, bem como alguns de seus
componentes individuais, possuem propriedades antimicrobianas, antivirais,
antibidticas, anti-inflamatdrias e antioxidantes, além de supostos efeitos psicogénicos,
como aliviar o estresse, tratar a depresséo e ajudar na insonia.

Lobo et al.?? (2021) avaliaram o efeito de seis compostos sobre a atividade de
fungos e bactérias, sendo eles tt -farnesol (alcool sesquiterpénico que diminui a
acidogenicidade e aciduricidade da bactéria e uma molécula fungica), miricetina
(flavondide que interfere na producdo de exopolissacarideos de S. mutans), 2'-

hidroxichalconas e 4'-hidroxichalcona (metabdlitos intermediarios para flavondides,
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composto 1771 (inibidor da sintese lipoteicdica em bactérias Gram-positivas). A
atividades antimicrobianas e antibiofiime contra culturas de espécies unicas foram
avaliadas. A partir disso, as concentracdes eficazes em biofiimes de espécie unica
foram testadas sobre biofilmes de espécies duplas iniciais e pré-formados. Todos os
tratamentos selecionados eliminaram ambas as espécies nos biofilmes iniciais. Ja em
biofilmes pré-formados algumas combinagdes eliminaram a bactéria e outras o, e
somente as combinagdes 4'-hidroxichalcona+ tt -farnesol+miricetina, 4'-
hidroxichalcona+ tt -farnesol+fluoreto foram eficazes contra ambas as espécies. Os
autores sugerem que combinagdes de compostos com alvos distintos podem prevenir
o acumulo de biofilme de duas espécies de C. albicans e S. mutans in vitro, e, portanto,
tornam-se uma abordagem promissora para erradicar biofilmes mistos.

Choonharuangde;j et al.%* (2021) avaliariam a eficacia de dois dleos essenciais
(de canela e de capim lim&o) sobre biofilmes de C. albicans formados sobre discos de
resina acrilica. Apds a determinacdo da concentracdo inibitéria minima de cada
substancia, concentragdes 2, 1, 2, 4, 8, 16 vezes a concentragao inibitdria minima de
cada oleo foram avaliadas sobre biofilmes em diferentes tempos de exposigao (1, 2,
4, 8 e 24 horas). Em outro ensaio os biofilmes foram formados sobre discos de resina
que ficaram 24 h imersos em solucdes dos oleos essenciais avaliados. Os resultados
demonstram valores de MIC dos 6leos essenciais de canela 0,1 yL/mL e capim-limao
0,4 uL/mL contra C. albicans. Os 0Oleos de canela e capim-liméo erradicaram 99,0%
do biofilme apds 1 h de exposi¢cdo na concentragdo 8 vezes maior que o MIC (0,8
ML/mL e 3,2 uL/mL, respectivamente. Quando os biofilmes foram formados sobre os
discos de resina que ficaram imersos em concentragcdes 8 e 16 vezes maior que o
MIC, os dleos essenciais foram capazes de inibir a formagao de biofilme fungico em
aproximadamente 70,0%. Os autores sugerem a partir dos resultados que os 6leos
essenciais de canela e capim-limao podem eliminar o biofilme pré-estabelecido de C.
albicans, além de restringir a formacgao de biofilme fungico sobre resina.

dos Santos et al.® (2022) avaliaram o efeito da curcumina encapsulada
associada a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) sobre biofilmes de S. mutans
e C. albicans, por meio da analise térmica, absorcao optica e espectroscopia de
fluorescéncia. A viabilidade celular dos biofilmes foi avaliada por meio das unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) e microscopia confocal. Os grupos avaliados na
presencga de curcumina e irradiados com a luz exibiram melhor redugéo logaritmica

para os biofilmes mistos. Dessa forma, os autores sugerem que aPDT mediada por
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curcumina € uma estratégia potencial para controle de biofilme de duas espécies (S.
mutans e C. albicans).

Ribeiro et al.®¢ (2023) avaliaram os efeitos de extratos, fragdes e moléculas de
Casearia sylvestris no controle do biofilme cariogénico de S. mutans. Os tratamentos
selecionados foram avaliados por meio de curvas de inibicdo do crescimento
bacteriano associadas a expressdo génica e microscopia eletrébnica de varredura.
Apenas a molécula Caseargrewiin F (CsF; 125 pg/mL) reduziu a contagem de células
viaveis de biofilmes pré-formados (5 logs vs. veiculo). Para efeitos tdpicos, nenhuma
formulacao afetou os componentes do biofilme. No ensaio de inibicdo do crescimento,
o CsF gerou uma recuperagao constante de células sobreviventes até 24 h,
caracterizando-se como bacteriostatico. As fragbes acetato de etila (AcOEt) de
Brasilia (BRA/DF; 250 pyg/mL) causou morte celular progressiva, com auséncia total
de células em 24 h caracterizando-se como bactericida. CsF e AcOEt BRA/DF
danificaram células de S. mutans e influenciaram a expressao de genes de viruléncia.
Os resultados demonstram que ocorreu um efeito contra biofilmes apds exposi¢ao
prolongada. Os autores sugerem que isso ocorre devido a capacidade bacteriostatica
e/ou bactericida de uma fracgdo e de uma molécula de C. sylvestris.

Um estudo prévio desenvolvido pelo grupo®® de pesquisa avaliou o efeito de
ZER sobre biofilmes de C. albicans suscetiveis (CaS) e resistentes ao fluconazol
(CaR) a partir da analise dos componentes da matriz extracelular e viabilidade celular
dos microrganismos. A concentragdo inibitéria minima (CIM), a concentragéo
fungicida minima (CFM) e a curva de sobrevivéncia foram determinadas. O valor da
CIM de ZER para CaS foi de 256 pg/mL e para CaR foi de 64 pg/mL. A curva de
sobrevivéncia e o valor de MFC coincidiram para CaS (256 yg/mL) e CaR (128 pg/mL).
Além disso, a eficacia da substancia foi avaliada em biofilmes formados por 48 horas
e expostos ao ZER nas concentragdes de 128 e 256 pg/mL por 5, 10 e 20 minutos (n
= 12). Os biofilmes foram avaliados para determinar a viabilidade celular (UFC/mL) e
os componentes da matriz extracelular: polissacarideos soluveis em agua (WSP),
polissacarideos soluveis em alcalis (ASPs), proteinas e DNA extracelular (eDNA),
bem como a biomassa (total e insoluvel) foram quantificados. ZER reduziu a
viabilidade celular em 38,51% para CaS e em 36,99% para CaR. ZER a 256 ug/mL
também reduziu a biomassa total (57%), biomassa insoluvel (45%), WSP (65%),
proteinas (18%) e eDNA (78%) de biofiimes CaS. Além disso, uma redugédo na
biomassa insoluvel (13%), proteinas (18%), WSP (65%), ASP (10%) e eDNA (23%)
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também foi observado nos biofiimes de CaR. Foi sugerido que ZER foi eficaz contra
biofilmes de C. albicans resistentes e suscetiveis ao fluconazol e perturbou a matriz
extracelular.

Moreira da Silva et al.®8, investigaram a atividade antimicrobiana de ZER contra
0 agente cariogénico S. mutans. Para isso, ZER foi extraido por hidrodestilagdo e
submetido ao processo de purificagcao e recristalizagdo. A pureza de ZER foi
determinada por meio de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Entao,
diferentes concentragcdes de ZER foram testadas contra a cepa padrédo S. mutans
(ATCC 35668) utilizando o método de microdiluicdo. A citotoxicidade do ZER foi
avaliada utilizando a linhagem celular por meio do ensaio MTT. ZER apresentou
concentragdo inibitéria minima (CIM) de 250 pug/mL e concentracdo bactericida
minima (CBM) de 500 pg /mL contra S. mutans. Apos seis horas de interagéo, todas
as concentracdes testadas comegaram a matar as bactérias e todas as bactérias
foram mortas entre 48 e 72 horas na concentracao de 500 pg/mL (99,99%). ZER néo
apresentou atividade de citotoxicidade na linhagem de células continuas de
mamiferos. Os autores sugerem o potencial do ZER sobre a bactéria S. mutans.

Os autores Shin e Eom33, em 2019, avaliaram a acdo do ZER contra a formacao
de biofilme de C. albicans por meio da exposi¢cao dos biofilmes a substancia desde o
inicio de sua formacao, e exposicao de biofilmes maduros a substancia, a partir da
determinacdo da atividade metabdlica dos microrganismos. Os resultados sugerem
que ZER possui atividade antifungica e antibiofilme, capaz de inibir a formacao de
biofime e erradicar o biofiime pré-formado. ZER reduziu consideravelmente o
conteudo de carboidratos e DNA da matriz do biofilme e afetou o crescimento de hifas
de C. albicans. Além disso, a substéncia foi capaz de regular os niveis de expresséo
de genes relacionados ao biofilme e especificos de hifas, incluindo HWP1 e ALS3. Os
autores sugerem que, por inibir a formagao de biofilmes e o crescimento das hifas de
C. albicans, a substancia pode ser um candidato potencial para tratar e prevenir
infeccdes relacionadas a esse biofilme.

Ainda em 2019, Shin e Eom3® publicaram outro estudo que descreveu a eficacia
de ZER na formacao de biofilme de duas espécies (C. albicans e S. aureus, patdégenos
oportunistas mais comuns que coexistem em biofilmes mistos). Os autores avaliaram
os efeitos inibitorios do ZER no crescimento, adeséo e formagao de biofilme de células
planctdnicas. Os resultados demonstraram que ZER inibiu notavelmente os biofilmes

de espécies mono e duplas formados por C. albicans e S. aureus por meio do ensaio
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XTT. Além disso, foi observada diminuigao significativa na biomassa e na densidade
celular de biofilmes de duas espécies apds o tratamento, confirmada por meio da
microscopia confocal de varredura a laser. Os autores sugerem que ZER & um
potencial agente antimicrobiano e antibiofilme indicado para o manejo terapéutico de
infecgdes relacionadas a biofilmes mistos de C. albicans e S. aureus.

Girisa et al.8” (2019) por meio de uma revisdo resumiu os modos de agio e o
potencial terapéutico de ZER contra diferentes tipos de cancer. Apesar dos avangos
no tratamento convencional para o cancer, terapias eficazes sao investigadas devido
a falta de seletividade, efeitos colaterais adversos, nao toxicidades especificas e
recorréncia do tumor. Os autores relataram que varios fitoquimicos de fontes naturais
exibem propriedades medicinais benéficas contra diferentes doengas humanas, e
entre eles estdo o ZER, que possui diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo
antioxidantes, antibacterianas, antipiréticas, antiinflamatorias, imunomoduladoras e
também antineoplasicas. Os autores sugerem os efeitos anticancerigenos do ZER séo
devido a capacidade de causar supressao significativa da proliferagao, sobrevivéncia,
angiogénese, invasdo e metastase por meio da modulagdo molecular de diferentes
vias, como NF-kB, Akt e IL-6/JAK2/STAT3 (interleucina-6 /janus quinase-2/transdutor
de sinal e ativador de transcrigdo 3) e suas proteinas alvo a jusante. Dessa forma, o
potencial de ZER em terapias anticancer fica evidenciado.

Kim et al.3” (2020) avaliaram o uso potencial de ZER como agente anti-biofilme
e/ou anti-viruléncia contra Acinetobacter baumannii, um patdgeno oportunista
multirresistente que afeta pacientes com sistema imunoldégico comprometido e esta
associado a infecgbes de origem hospitalar. Doses subinibitérias diminuiram a
formacédo de biofilme e desestruturaram os biofilmes maduros de A. baumannii,
avaliados por meio de placas de microtitulacdo e microscopia confocal de varredura a
laser. A eficacia do ZER sobre os biofiimes foi dependente da dose. No geral, os
autores sugerem que ZER pode ser um agente bioativo promissor para o tratamento
de infecgbes relacionadas ao biofilme e a viruléncia causadas por A. baumannii
multirresistente, visto que a substéncia interferiu significativamente na motilidade de
A. baumannii e a analise transcricional revelou que ZER regulou negativamente a
expressao de genes associados ao biofilme e a viruléncia em A. baumannii.

Woo et al.%® (2021) avaliaram a capacidade de ZER em inibir a atividade da
urease de Helicobacter pylori (H. pylori) pela formacdo de dimeros, trimeros ou

tetrameros de urease. Os resultados demonstram que ZER dimerizou, trimerizou ou
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tetramerizou com as moléculas de urease A e urease B de H. pylori, e que esta
formacao inibiu a atividade da urease. Os autores sugerem que ZER poderia
efetivamente dimerizar com ambas as moléculas causando inibicdo funcional
significativa da atividade da urease. Dessa forma, os autores sugerem que ZER pode
ser um inibidor eficaz da urease do H. pylori que pode ser adequado para uso
terapéutico em humanos.

Tojima et al.%% (2021) avaliaram a hipotese de que ZER suprime a hipertrofia
cardiaca e a fibrose in vitro e in vivo por meio da analise dos efeitos de ZER na
hipertrofia induzida pela fenilefrina (PE) e nas respostas fibréticas induzidas pelo fator
de crescimento transformador beta (TGF-B). Para tal, camundongos foram divididos
aleatoriamente em dois grupos e administrados oralmente com ZER 20 mg/kg por 8
semanas e a fungdo cardiaca foi avaliada por ecocardiografia. A analises da
ecocardiografia determinaram que o encurtamento fracional do ventriculo esquerdo
estava aumentado e a espessura da parede estava reduzida no grupo ZER em
comparagado com o grupo veiculo. A analise histolégica mostrou que a hipertrofia
cardiaca induzida por sobrecarga de presséo e a fibrose cardiaca foram inibidas no
grupo ZER em comparagao com o grupo veiculo. Os autores sugerem, portanto, que
ZER melhora a disfungao cardiaca induzida pela sobrecarga de pressao ao suprimir
a hipertrofia cardiaca e a fibrose.

Memari et al.”® (2022) sugerem um uso potencial de ZER para induzir apoptose
e suprimir metastases em células HT-29° associadas ao cancer colorretal (CCR). Os
autores sugerem que os medicamentos a base de plantas e, em particular, ZER tém
sido amplamente estudados e utilizados em terapias anticancer, uma vez que induzem
efeitos anticancerigenos significativos. Os autores avaliaram os efeitos
anticancerigenos in vitro do ZER no CCR, com foco na apoptose e migragao celular
usando o ensaio MTT. Além disso, o PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) foi
realizado para determinar os niveis de expressao de mRNA dos genes relacionados
a migracado e a apoptose. Os resultados apontam que ZER induziu apoptose em
células HT-29 e interrompeu o ciclo celular na fase G2/M. Além disso, o ZER inibiu
significativamente a migracao de células HT-29 e diminuiu a expressao e atividade do
MmRNA da MMP-2/-9, demonstrando seu potencial anticancer.

Alsaffar et al.”' (2023) avaliaram as propriedades anti-inflamatorias de ZER no
diagnostico de artrite induzida por colageno (CIA) em animais experimentais. Os

resultados sugeriram que a substancia reduziu a gravidade clinica em animais
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induzidos por CIA em comparacdo com animais saudaveis, além de reduzir
significativamente (p <0,001) a concentragao de moléculas de citocinas inflamatdrias.
Os autores sugerem que o potencial terapéutico do ZER esta associado a restauragéo
da histologia normal na cartilagem e nos tecidos. Além disso, os resultados relatados
pelos autores determinam que ZER nao apresenta propriedades téxicas como
hepatotoxicidade, = imunotoxicidade, carcinogenicidade, = mutagenicidade e
citotoxicidade. Dessa forma, os autores sugerem o potencial da substancia como anti-
inflamatorio natural.

Urla et al.”? (2023) utilizaram duas linhagens celulares de rabdomiossarcoma
(RD e RH30) como modelo para determinar o efeito in vitro de ZER nas células, por
meio de ensaio MTT, apoptose via citometria de fluxo, expressao génica por PCR em
tempo real, migragdo por ensaio transwell e sinalizag&do intracelular por Western
blotting. Os resultados determinam que ZER possui efeitos anticancerigenos nas
células RD e RH30 de uma maneira dependente da dose por meio da inibicao do
crescimento celular e indugdo de apoptose. Os autores sugerem que ZER
proporcionou efeitos inibitorios e apoptoticos nas linhagens celulares de
rabdomiossarcoma pediatrico e, portanto, se torna um candidato promissor para a

terapia anticancer.
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4 MATERIAL E METODO

A lista de materiais utilizados no desenvolvimento do presente estudo, bem
como a metodologia detalhada dos experimentos estdo representados a seguir.

4.1 Material

Os materiais de consumo, instrumentais e equipamentos utilizados para a

realizacao de todas as etapas deste trabalho estao listados na sequéncia.

4.1.1 Materiais de consumo

- Acido Sulfarico (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

- Agua destilada (Gehaka — Industria e Comércio Eletro Eletrénica Limitada, Sao
Paulo, Brasil);

- Agua Mili-Q (Mega Purity, Billerica, USA);

- Alga de inoculacéo 10 pL (Laborplast, Cassinetta di Lugagnano, MI, Italia);

- Alca estéril de Drigalsky (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

- Alcool 70% (ltaja, Goianésia, Goias, Brasil);

- Alcool 90 % (ltaja, Goianésia, Goias, Brasil);

- Alcool Isoamilico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

- Alcool Isopropilico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

- Bastao refil de cola quente;

- Cepa de C. albicans resistente a fluconazol, ATCC 96901 (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA);

- Cepa padrao de S. mutans UA159;

- Cloranfenicol Levigoro (Alamar Tecno-Cientifica Ltda);

- Clorexidina 2,0% (Manipulada em Farmacia Universitaria — UNESP, Araraquara, SP,
Brasil);

- Cloreto de Potassio (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

- Cloreto de Sédio (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

- Cloroformio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

- Cubetas para leitura em espectrofotdmetro (Semperlab, Araraquara, S&o Paulo,

Brasil);
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- D-Glicose Anidra (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

- Dimethyl Sulfoxide (DMSO), pureza 99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

- Fenol 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

- Fosfato de Potassio -KH2 PO4 (Synth, Diadema, S&do Paulo, Brasil);

- Gesso pedra tipo Il Herodent (Vidogent SA Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

- Hidréxido de sédio (NaOH) (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

- Isolante Para Resina Acrilica Cel-Lac (SS White, Sdo Cristévao, Rio de Janeiro,
Brasil);

- Matriz pré-confeccionada para obtencéo dos corpos de prova de resina acrilica, com
didmetro de 10 mm e espessura de 2 mm (Araraquara, SP, Brasil);

- Meio de cultura Bacto Tryptone (BD Biosciences Advanced Bioprocessing, Miami,
FL, EUA);

- Meio de cultura Bacto Yeast Extract (BD Biosciences Advanced Bioprocessing,
Miami, FL, EUA);

- Meio de cultura Brain Heart Infusion Broth for microbiology BHI (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA);

- Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (Acumedia Manufactures, Inc. Baltimore,
Maryland, EUA);

- MOPS Purificado (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA);

- Mufla acrilica propria para micro-ondas, STG (VIPI, Blumenau, SC, Brasil);

- Nistatina (NYS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

- Parafilm (Laboratory film 38 m X 10 cm) (BOECO, Hamburgo, Alemanha);

- Phenol:Chloroform:lsoamyl Alcohol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA);

- Placas de 24 pogos (Kasvi, K12-024, Pequim, China);

- Placas de 96 pocgos (Kasvi, K12-096, Pequim, China);

- Placas de Petri 90 X 15 mm (Pleion, Barueri, Sdo Paulo, Brasil);

- Placas de vidros jateados com oOxido de aluminio com rugosidade de
aproximadamente 3,0 um (Vidroplan ACP Comércio de Vidros Ltda. Araraquara, SP,
Brasil);

- Ponteira para micropipeta (100-10000 pL) (Kasvi, Pequim, China);

- Ponteira para micropipeta (20-200 pL) (Axygen, Curitiba, Parana, Brasil);

- Ponteira para micropipeta 5 mL (Axygen, Curitiba, Parana, Brasil);

- Ponteira para repetidora (1 mL) (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);
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- Reagente de Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

- Resina acrilica para base de protese, termicamente ativada, cor rosa médio,
especifica para micro-ondas (VIPI Industria, Comércio, Exportacdo e Importagéo de
Produtos Odontologicos Ltda.)

- Sulfato de Magnésio (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil);

- Tubo tipo Eppendorf 2 mL (Axygen, Curitiba, Parana, Brasil);

- Tubo tipo FALCON cdénico (15 mL) (Biogen, Sado Paulo, S&o Paulo, Brasil);

- Tubo tipo FALCON cdénico (50 mL) (Biogen, Sado Paulo, S&o Paulo, Brasil);

- Tubos de vidro 10x2x5 (Semperlab, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil);

- Yeast Nitrogen Base (YNB) (Acumedia Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland, EUA)
- Zerumbone (ZER) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA — cédigo Sigma Z23902).

4.1.2 Instrumentais

- Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, S&o Paulo, Brasil);

- Compasso de Ponta Seca (Orto Central, Sdo Paulo, SP, Brasil);

- Espatula Dupla 7 (Golgran, Sdo Caetano do Sul, Sdo Paulo, Brasil);

- Faca para gesso (Golgran, Sao Caetano do Sul, SP, Brasil);

- Garrafas de vidro graduadas (Vidrolabor, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil);

- Graal de plastico para espatulagédo de gesso (JOX, Sdo Paulo, SP, Brasi);

- Micropipeta de 0,5-10 pyL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);

- Micropipeta de 100-1000 pL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);

- Micropipeta de 20-200 pL (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);

- Micropipeta de repeticdo (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);

- Pipetador Automatico para pipetas de 0,1 a 200 mL (Fisherbrand Sciences, EUA)
- Pote Paladon de vidro com tampa (Nova OGP Industria e Comércio EIRELI,
Curitibanos, Bragancga Paulista, Sao Paulo, Brasil);

- Proveta graduada (Vidrolabor, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil).

- Régua Endodéntica Milimetrada Calibradora (Mk Life, Porto Alegre, RS, Brasil);

4.1.3 Equipamentos

- Agitador Orbital (TE-420, Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, Sdo Paulo,

Brasil);
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- Agitador tipo vortex (Modelo A162) (Marconi Equipamentos Laboratoriais Ltda,
Piracicaba, SP, Brasil);

- Autoclave vertical Modelo: AV 60. No 6614 (PHOENIX Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil);

- Balanga de precisdo Modelo: BG 400. N° 016450 (GEHAKA — Industria e Comércio
Eletro Eletrénica Gehaka Limitada, Sdo Paulo, Brasil);

- Banho Maria (Modelo 1102) (Fanem, Guarulhos, SP, Brasil);

- Banho seco para microtubos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA);

- Camara de fluxo laminar vertical (Pachane Industria e Comércio Limitada,
Piracicaba, SP, Brasil);

- Centrifuga para microtubos (Eppendorf Research, Hamburgo, Alemanha);

- Dissecador de amostras (RVC 2—-18 CD plus, Christ, Osterode am Harz, Alemanha);
- Espectrofotometro (Kasvi, Pequim, China);

- Estufa para secagem e esterilizagdo Modelo: MA 033. Série: 9819 (Marconi
Equipamentos Laboratoriais Limitada, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil);

- Estufa bacterioldgica (Modelo MA 0324) (Marconi Equipamentos Laboratoériais
Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

- Estufa de CO2 (Modelo 3100) (Thermo Scientific, Marietta, Ohio, EUA);

- Freezer -20°C (CVU30, Consul, Sao Paulo, Brasil);

- Freezer -80°C (REVCO, Thermo Scientific, USA);

- Leitor de microplacas tipo ELISA (EZ Read 400, Biochrom, Cambridge, RU);

- Micro-ondas Brastemp Crisp 27 (Brastemp, Manaus, AM, Brasil);

- Nanoespectrofotdmetro (DS-11, DeNovix, United States);

- Phmetro de bancada Q400AS (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

- Prensa hidraulica PM 2000 (Vipi Delta, Pirassununga, SP, Brasil);

- Rugosimetro Digital SJ 410 Mitutoyo superficies especiais (Color Tracl Ltda, Téquio,

Japao).

4.2 Método

As duas condig¢des experimentais avaliadas no presente estudo, assim como

0s grupos avaliados estao apresentados nos quadros 1 e 2 a seguir.
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Quadro 1 — Grupos experimentais referentes ao ensaio de Inibicdo da adeséo e formagao
de biofilmes mistos de C. albicans e S. mutans. Neste ensaio, os biofilmes foram formados
sobre discos de resina que ficaram imersos por 8 h nas solugbes avaliadas.

Grupos Tratamentos realizados

ZER 256 Biofilmes formados sobre superficies previamente expostas ao ZER na
concentragdo de 256 pg/mL3°. Neste grupo os biofiimes foram formados
sobre discos de resina acrilica que ficaram imersos em solucao ZER de 256
Mg/mL por 8 h, a fim de verificar a eficacia da substéncia em inibir a

formacao de biofilme por meio do tratamento prévio da superficie.

ZER 512 Biofilmes formados sobre superficies previamente expostas ao ZER na
concentragdo de 512 pg/mL. Neste grupo os biofiimes foram formados
sobre discos de resina acrilica que ficaram imersos em solugao ZER de 512
pug/mL por 8 h, a fim de verificar a eficacia da substancia em inibir a

formacgéao de biofilme por meio do tratamento prévio da superficie.

NYS Biofilmes formados sobre superficies previamente expostas a nistatina
(NYS) na concentragdo de 250 uyg/mL". Neste grupo os biofilmes foram
formados sobre discos de resina acrilica que ficaram imersos em solugao
de nistatina de 250 pg/mL por 8 h, a fim de verificar a eficacia da substancia
nessa concentracdo em inibir a formagdo de biofilme por meio do

tratamento prévio da superficie.

CLX Biofilmes formados sobre superficies previamente expostas a solugdo de
Clorexidina 2,0% (CLX)%2. Neste grupo os biofilmes foram formados sobre
discos de resina acrilica que ficaram imersos em solugédo de CLX a 2,0%
por 8 h, a fim de verificar a eficacia da substancia nessa concentragdo em

inibir a formacao de biofilme por meio do tratamento prévio da superficie.

C- Amostras controles de crescimento microbiano (sem intervencdo de
nenhum antimicrobiano). Neste grupo os biofilmes foram formados sobre
discos de resina acrilica que ficaram imersos em agua pelo periodo de 8 h,
a fim de avaliar se o crescimento microbiano estava ocorrendo em todos os

experimentos e para verificar a eficacia dos tratamentos realizados

comparados aos controles.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Quadro 2 — Grupos experimentais referentes ao ensaio de Erradicagéo de biofilmes mistos
maduros de C. albicans e S. mutans. Neste ensaio os biofilmes foram formados sobre
discos de resina sem intervengao prévia no mesmo, e apos 48 h de formacgao, os biofilmes
foram expostos as solugdes avaliadas por 20 min sob agitagao orbital.

Grupos Tratamentos realizados

ZER 256 Biofilmes maduros de 48 h foram expostos ao ZER na concentragéo de 256
ug/mL3°. Neste grupo os biofilmes foram tratados com ZER 256 ug/mL por
20 minutos, sob agitagéo orbital, a fim de verificar a eficacia da substancia
nessa concentragdo em diminuir a viabilidade celular e os componentes do

biofiime formados.

ZER 512 Biofilmes maduros de 48 h expostos ao ZER na concentracao de 512
Mg/mL. Neste grupo os biofilmes maduros foram tratados com ZER 512
Mg/mL por 20 minutos, sob agitacao orbital, a fim de verificar a eficacia da
substancia nessa concentracdo em diminuir a viabilidade celular e os

componentes dos biofilmes formados.

NIS Biofiimes maduros de 48 h expostos a NYS na concentragdo de 250
ug/mL73. Neste grupo os biofilmes maduros foram tratados com nistatina a
250 pg/mL por 20 minutos, sob agitagao orbital, a fim de verificar a eficacia

da substancia na viabilidade celular e sobre os componentes dos biofilmes.

CLX Biofimes maduros de 48 h expostos a CLX 2,0%%. Neste grupo os
biofilmes maduros foram tratados com CLX 2,0% por 20 minutos, sob
agitacao orbital, a fim de verificar a eficacia da substancia na viabilidade

celular e nos componentes dos biofilmes.

C- Amostras controles de crescimento microbiano (sem intervencdo de
nenhum antimicrobiano). Neste grupo as amostras foram expostas a
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) pelo tempo de 20 minutos sob
agitacao orbital, a fim de avaliar se o crescimento microbiano estava
ocorrendo em todos os experimentos e para verificar a eficacia dos

tratamentos realizados comparados aos controles.

Fonte: Elaboracao prépria.
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4.2.1 Confecgao e padronizagao dos corpos de prova de resina acrilica

Previamente a realizagdo dos ensaios microbiologicos os corpos de prova
foram fabricados e padronizados quanto a rugosidade’7®. Para a confecgdo dos
corpos de provas da resina acrilica foram utilizadas matrizes de metal com orificios de
10 mm de didmetro e 2 mm de espessura.

A inclusdo das matrizes nas muflas foi realizada com gesso pedra tipo lll,
proporcionado de acordo com as recomendagdes do fabricante em gral de borracha,
utilizando uma espatula para gesso. Apés a manipulagéo do gesso, a parte inferior da
mufla foi preenchida. Entdo, a matriz metalica foi posicionada centralizada sobre uma
placa de vidro jateado com 6xido de aluminio com dimensdes de 4,0 cm x 4,0 cm x
0,5 cm. Antes da presa total do gesso, o conjunto foi pressionado contra o material
com o auxilio de uma placa de vidro plana, para garantir a inser¢gdo da matriz de
maneira uniforme.

ApOGs a presa do gesso com a matriz posicionada, todo o conjunto foi recoberto
com uma camada de isolante para gesso e outra placa de vidro jateado com éxido de
aluminio (4,0 cm x 4,0 cm x 0,5 cm) foi posicionada sobre a matriz. Essas placas foram
previamente jateadas para padronizar a superficie das amostram em
aproximadamente 3 ym simulando a superficie interna das proteses. Entao, a parte
superior da mufla ainda vazia foi posicionada sobre a parte inferior e preenchida com
nova porgdo de gesso pedra tipo Ill. A mufla com as partes inferior e superior
preenchidas foi mantida em prensa hidraulica com 0,5 toneladas de pressao até a
presa total do gesso.

A resina acrilica termicamente ativada da marca VIPI Wave foi utilizada para a
confeccédo dos corpos de prova utilizados no presente estudo. Foi aplicado isolante
para resina acrilica (Cel-Lac) em toda a superficie interna da mufla com o auxilio de
um pincel. A resina foi preparada por meio da mistura do pé6 ao mondmero na
proporgao indicada pelo fabricante, sendo 14 gramas de p6 para 6,5 mL de liquido. A
mistura foi realizada com o auxilio de uma espatula 7 em um pote de vidro com tampa.
Na fase plastica, a mistura foi adicionada a mufla até o recobrimento total da matriz
metalica. Entdo, a mufla foi fechada com 4 parafusos e posteriormente prensada em
prensa hidraulica por 5 minutos com 1,5 toneladas. Apos a prensagem a mufla foi
levada ao micro-ondas por 2,5 minutos em poténcia alta, seguindo as recomendagdes

do fabricante.
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Ap0ds a polimerizagédo da resina em micro-ondas foi aguardado o resfriamento
do conjunto para a desinclusao dos corpos de prova. Os corpos de prova foram entéao
removidos da mufla, recortados com o auxilio de uma tesoura para remover as
rebarbas e armazenadas em agua esterilizada por 48 horas para a liberagdo dos
mondémeros residuais.

A rugosidade superficial de cada corpo de prova (n=120) foi verificada em
rugosimetro (SJ 400; Mytutoyo Corp), e padronizada entre 2,7 e 3,7 ym’*. As medidas
foram realizadas na area central de cada corpo de prova em intervalos de 2,0 mm. A
resolugcao foi de 0,01 um, o intervalo (comprimento de corte) foi de 0,8 mm, o
comprimento transversal foi de 2,4 mm e a velocidade da caneta foi de 0,5
mm/segundo’®. Cada medida foi realizada em triplicata e a média de Ra foi utilizada
para a analise estatistica. As amostras que nao apresentavam rugosidade dentro dos
parametros determinados foram descartadas.

Previamente a cada ensaio os discos utilizados foram esterilizados em luz

ultravioleta em capela de fluxo de laminar por 1 hora alternando entre as duas faces’®.

4.2.2 Preparo das solugdes de tratamento

As solugdes contendo a substancia Zerumbone (ZER) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) foram preparadas previamente a cada experimento nas
concentragbes de 256 pg/mL e 512 pg/mL. A atividade antifungica do ZER na
concentragéo de 256 ug/mL foi comprovada previamente?, e o dobro da concentragao
(512 pg/mL) foi sugerido no presente estudo, uma vez que um biofilme mais complexo
foi avaliado. O ZER foi adquirido na forma de cristal (10mg) e foi dissolvido em 1mL
de DMSO PA (99,99%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) conforme as orienta¢des
do fabricante. Posteriormente, as diluicdes para as concentragoes a serem utilizadas
foram feitas com agua destilada a partir da solu¢do 10 mg/mL utilizando a férmula de
razbes entre concentraggo inicial e final (C1 x V1 = C2 x V2).

Como controle foi utilizada solugdo de Nistatina (NYS) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) e Clorexidina 2,0% (CLX) (Farmacia Universitaria UNESP,
Araraquara, Sao Paulo, Brasil). NYS foi preparada na concentragdo de 250 pg/mL por
meio da diluicdo em DMSO 1% a partir de uma solugéo de 10 mg/mL com o uso da
férmula de razdes entre concentracgao inicial e final (C1 x V1 = C2 x V2). Os grupos
para controle de crescimento microbiano foram tratados apenas com agua destilada

esterilizada.
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4.2.3 Cultivo dos microrganismos

As cepas de C. albicans ATCC96901 (resistente ao fluconazol) e S. mutans
UA159, armazenadas a -80° C, foram descongeladas e plaqueadas em placas de Petri
contendo meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) suplementado com cloranfenicol (50
mg/L) para C. albicans® e meio Brain heart infusion (BHI) suplementado com
anfotericina B (50 mg/L) para S. mutans.

Ap6s 48 h de crescimento a 37°C em CO2 5%, o pré-inéculo de cada
microrganismo foi conduzido individualmente. Para isso, 5 colonias de C. albicans
foram inoculadas em 10 mL de Yeast Nitrogen Base (YNB) e incubadas por 16 h%®, e
5 coldnias de S. mutans foram inoculadas em 10 mL de Tryptone com Yeast Extract
medium (TYE+1% glicose) e incubadas por 18 h a 37 °C em estufa de CO2 5%. Apés,
os indculos foram formados a partir de diluicdes de 1:20 de cada cultura em seus
respectivos meios e, entdo, os microrganismos cresceram até atingirem a fase mid-
log de crescimento que corresponde as seguintes absorbancias verificadas em
espectrofotdmetro: C. albicans: OD 600 nm: 0,74 +0,03 ajustado em 1,0E+07 UFC/mL
e S. mutans OD 600 nm: 0,684 +0,079 ajustado em 1,0E+07 UFC/mL.

4.2.4 Tratamentos dos biofilmes

As duas condigbes experimentais de tratamento dos biofilmes estdo

apresentadas a seguir.

4.2.4.1 Efeito da ZER na inibigdo da adesao e formacao dos biofilmes mistos de
C. albicans e S. mutans

Nesta etapa foi avaliada a capacidade da substancia em inibir a formacao de
biofilme por meio do tratamento prévio das superficies de discos de resina que
simulam a base da prétese.

Para isso, os discos de resina foram acoplados as tampas de placas de 24
pocos utilizando bastbes de cola quente seccionados em 1,5 cm, os quais foram
posicionados na tampa de cada placa. Os discos permaneceram suspensos, de
maneira que nao tocassem o fundo da placa e estivessem centralizados em cada

po¢o, e entdo o conjunto foi novamente esterilizado em luz ultravioleta. (Imagem 1).
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Apos, os discos foram imersos em solugdes por 8 h, simulando a imersao noturna da

prétese, e os biofilmes foram formados sobre essa superficie tratada (Imagem 2).

Imagem 1 — Discos de resina sobre bastdes de cola quente previamente seccionados em
1,5 mm, acoplados as tampas das placas de 24 pocos para a formacao de biofilme.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Imagem 2 — Discos de resina sobre bastdes de cola quente previamente seccionados em
1,5 mm, acoplados as tampas das placas de 24 pocos apds a imersao em solucéo por 8 h.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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Em seguida, 1 mL do inéculo de cada microrganismo (C. albicans e S. mutans)
foram adicionados aos pogos para formagao do biofilme misto, na presenca do meio
de cultura Tryptone com Yeast Extract suplementado com glicose 1%. As tampas das
placas em que os discos de resina estavam fixados foram unidas as placas, e estas
foram ent&o incubadas por 8 h a 37 °C em CO2 5% para a fase de adeséo. Apds a
fase de adeséo, foi realizada a lavagem dos biofilmes formados sobre os discos de
resina com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) e troca do meio de cultura
por meio fresco (TYE + glicose 1%) e o biofilme permaneceu em overnight por mais 8
h a 37 °C em CO2 5%. Trocas do meio foram conduzidas a cada 8h alternando a
suplementagao entre glicose e sacarose até obter um biofilme maduro de 48 h. As
trocas do meio de cultura e a suplementagao com glicose e sacarose foram realizadas
nos tempos: 8h; 24h; 32h; 40h; 48h. Grupos controle sem tratamento (C-), contendo
NYS (C+) e CLX também foram avaliados.

Apods 48h do inicio da formagéo do biofilme, os dispositivos de resina acrilica
foram lavados com PBS (200 pL) e posteriormente desprendidos das placas dentro
dos respectivos pogos (Imagem 3). Foram acrescentados 2 mL de NaCl 0,89% e os
dispositivos foram raspados com o auxilio de uma ponteira esterilizada (parte traseira)
para remocao do biofilme aderido. O conteudo foi entdo armazenado em microtubos

de 2 mL para as analises posteriores.

Imagem 3 — Discos de resina desprendidos dos bastdes de cola quente em seus
respectivos pogos para raspagem e remog¢ao do biofilme.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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A eficacia do ZER na inibicdo da adesdo e formacao de biofilmes sobre os
discos de resina foi avaliada a partir da contagem de colbnias viaveis apos
plagueamento (UFC/mL) e analise dos componentes do biofilme. Os experimentos
foram realizados em quadruplicata e em trés ocasides distintas (n=12).

4242 Efei.to do ZER na erradicagao de biofilmes formados sobre os discos de
resina

Para avaliar a eficacia do ZER na inativagao do biofilme formado, os biofilmes
foram formados sobre discos de resina acrilica sem a imersao prévia nas substancias
avaliadas. Para isso, os discos foram acoplados as placas logo apés a esterilizagcéo e
os biofilmes de 48 horas foram formados, conforme descrito previamente. Apds a
formacéao dos biofilmes mistos maduros, estes foram submetidos ao contato com ZER
nas concentragbes de 256 e 512 pg/mL por 20 minutos e mantidos em estufa de
agitagado orbital durante o periodo de tratamento3®. Apos os tratamentos, os biofiimes
aderidos aos dispositivos de resina foram lavados com solugao salina PBS (200 ulL),
posteriormente, os mesmos foram desprendidos das placas dentro dos respectivos
orificios e 2 mL de NaCl 0,89% foram adicionados para a remogéao do biofilme aderido
com o auxilio de uma ponteira esterilizada, conforme descrito anteriormente.

Grupos controle sem tratamento (C-), contendo NYS (C+) e CLX também foram
avaliados. A eficacia do tratamento de biofilmes formados sobre os discos de resina
foi conduzida a partir da contagem de colbnias viaveis apos plaqueamento (UFC/mL)
e analise dos componentes do biofilme. Os experimentos foram realizados em

quadruplicata e em trés ocasides distintas (n=12).

4.2.5 Avaliacao da eficacia dos tratamentos

A eficacia dos tratamentos foi avaliada a partir da determinacao da atividade
antimicrobiana, por meio da contagem de colbnias viaveis, bem como dos efeitos
sobre os componentes dos biofilmes. Os testes realizados no presente estudo estao

apresentados a seguir.
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4.2.5.1 Avaliagao da viabilidade celular dos microrganismos e dos componentes

do biofilme

Apo6s a formagdo de biofilmes maduros, estes foram lavados 3 vezes com
Phosphate buffered saline (PBS) esterilizado. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
solugao salina de NaCl 0,89% em cada orificio e os biofilmes foram cuidadosamente
desprendidos dos corpos de prova com o auxilio de uma pinga e uma ponteira de uma
pipeta. Esses biofiimes foram transferidos para um microtubo esterilizado. Em
seguida, mais 1 mL de NaCl 0.89% foi adicionado nos pogos € mais uma vez o disco
foi raspado e novamente o volume coletado foi adicionado ao microtubo de 2 mL. Por
fim, os biofiimes foram submetidos a sonicagdo (30 s; 7 w; 190 J)’7 para o
desprendimento das células aderidas.

Apos a sonicagcdo o volume de 2 mL foi aliquotado para possibilitar as
avaliagdes relativas a eficacia dos tratamentos realizados. Para isso, 0,1 mL foi
separado para a diluigdo seriada e plaqueamento para realizar a contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e mais 0,1 mL foi separado para analise
do peso seco total. O restante do volume (1,8 mL) foi centrifugado a 5.500 xg por 10
min a uma temperatura de 4° C. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo
de 2 mL, onde posteriormente, o volume inicial (1,8 mL) foi separado em aliquotas
para analise dos componentes soluveis do biofilme [polissacarideos soluveis em agua
- WSP (1 mL), Proteinas (0,15 mL) e DNA extracelular - eDNA (0,65 mL)]. O
precipitado celular, com os componentes insoluveis do biofilme, foi mantido no
microtubo e ressuspendido em 1 mL de agua Mili-Q, tendo aliquotas separadas para
quantificacdo de proteinas totais (0,05 mL) e determinagdo do peso seco insoluvel e
dos polissacarideos soluveis em alcali — ASP (0,95 mL).

4.2.5.2 Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

As diluigbes seriadas (10! a 10) foram realizadas para cada amostra em
placas de 96 pocos, de maneira que cada poco foi preenchido com o volume de 180
ML de NaCl 0,89%, e entdo 20 uL da amostra inicial foi transferida para o primeiro
poco, o conteudo foi misturado com o auxilio da micropipeta puxando e soltando a
mistura algumas vezes, e entdo novamente transferido para o pog¢o adjacente, e assim

foi repetido em cada pogo até obter a diluigéo final de 106. Foram entdo plaqueados
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25 uL das diluigbes 10-°e 10-°, em duplicata, em placas Petri contendo trés tipos de
meio: meio BHI com anfotericina para contagem de colbénias de S. mutans (Imagem
4), meio SDA com cloranfenicol para contagem de col6nias de C. albicans (Imagem
5) e meio BHI puro para contagem dos microrganismos totais (Imagem 6).

O meio BHI foi preparado conforme as instrugdes do fabricante misturando 26
gramas do meio obtido em forma de p6, em 500 mL de agua. A mistura foi entéo
autoclavada e, apos resfriamento, o conteudo foi vertido em placas petri com auxilio
de uma pipeta soroldgica padronizando o volume de 25 mL de meio por placa. Apos
a presa do meio, as placas foram fechadas, envolvidas com papel fiime e
armazenadas em geladeira. O meio BHI com suplementagcdo de anfotericina foi
preparado da mesma maneira conforme ja descrito, com excec¢éo da suplementagao
com antifungico Anfotericina B para evitar o crescimento fungico e possibilitar a
contagem apenas de unidades formadoras de colbénias bacterianas. Para isso, 0,0125
g da substancia foi diluida em 1 mL agua e adicionado ao meio quando este atingiu
uma temperatura de 50°C, controlada em banho maria e com o uso de termémetro. O
meio SDA foi preparado com com Sug/mL de cloranfenicol e conforme as descrigbes
do fabricante, misturando 65 g em 500 mL de agua e posteriormente autoclavado.

Apods 48h de incubacgdo a contagem das colbnias foi conduzida e foi obtida a
meédia entre as duplicatas de cada amostra e o numero de unidades formadoras de
colonias por area do corpo de prova (UFC/mL) foi calculado. Para o calculo de
UFC/mL, foi utilizada a formula a seguir:

UFC/mL = numero de colonias X 10n

q

Nessa férmula, n equivale ao valor absoluto da dilui¢ao (1, 2, 3, 4, 5 0u 6), e g equivale

ao volume em mL, pipetada para cada diluicdo nas semeaduras das placas.
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Imagem 4 — Plaqueamento do biofilme em meio BHI suplementado com
Anfotericina B, para contagem das colbnias de S. mutans.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Imagem 5 — Plagueamento de do biofilme em meio SDA suplementado com cloranfenicol,
para contagem das col6nias de C. albicans.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Imagem 6 — Plaqueamento de do biofilme em meio BHI sem suplementagao para
contagem de microrganismos totais (C. albicans + S. mutans).

Fonte: Arquivo pessoal da autora.



49

4.2.5.3 Anadlise do peso seco total%6.78

Para a determinacao do peso seco total do biofilme, 100 yL de cada amostra
foram pipetados e colocados em papel aluminio previamente pesados e etiquetados.
Também foram adicionados 100 uL da solugdo de NaCl a 0,89% a fim de
desconsiderar o valor do peso seco total da substancia. As amostras foram secas em
um forno a 100°C, e novamente pesadas na balanca de precisdo. A diferenca entre o
peso inicial e o peso final foi calculada e, em seguida, descontado o valor do peso da

solugao de NaCl a 0,89%. O valor final foi considerado o peso seco total da amostra.

4.2.5.4 Quantificacao de proteinas Soltuveis?®:8°

Foram diluidos 15 pL da aliquota da suspensao do biofilme para determinar a
quantidade proteinas soluveis. 5 yL da amostra diluida foram utilizados, em ftriplicata
(15 pL) para a determinacéo de proteinas soluveis nos biofilmes usando o método de
Bradford”®. O método de Bradford”® é baseado na adsorgéo do reagente Coomassie
Brilliant Blue G-250. Para isso, foram realizadas diluicdes seriadas de albumina de
soro bovino (BSA) para obtengédo de uma curva padrao, conforme descrito no Quadro
3.

Quadro 3 — Valores para a curva padrao do teste de quantificagao de proteinas pelo

método de Bradford.

Diluicdo BSA Agua

0 0L 1,00 mL
0,03125 15,625 pL 984,37 uL
0,06250 31,250 L 968,75 uL
0,12500 62,500 uL 937,50 uL
0,25000 125,000 pL 875,00 uL
0,50000 250,000 uL 750,00 pl
1,00000 500,000 uL 500,00 uL
1,40000 750,000 uL 300,00 L

Fonte: Elaboracao prépria.

Em seguida, em uma placa de 96 pogos foram adicionadas aliquotas de 5 L,
em triplicata, para cada ponto da curva e para cada amostra a ser analisada. Apés,
foram adicionados 250 pL do reagente de Bradford e a placa foi incubada por 20
minutos a 37 ° C sob agitagao orbital de 75 rpm. Em seguida, a absorbancia de cada

orificio foi determinada em espectrofotdbmetro a 595 nm. Os dados das amostras de
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biofilmes foram convertidos em concentragcdes de proteinas, usando a equacao da

reta gerada.

4.2.5.5 Quantificagao de proteinas Insoltveis’®80

Foi transferido o volume de 50 yL para um microtubo contendo 100 uL de
esferas de vidro e 200 pL de H20 Milli-Q. Em seguida, as amostras foram submetidas
a disrupgao mecanica usando bead beater (3vezes/ 30s), aquecidas sob agitagédo (100
xg / 100 °C / 60 minutos). Apds, as amostras foram centrifugadas para separagéo do
sobrenadante (quickspin; 10.000 xg/min). O sobrenadante foi transferido para um
microtubo esterilizado. Entdo, 5 yL da amostra diluida foram utilizados, em triplicata
(15 yL), para a determinacgao de proteinas insoluveis nos biofilmes usando o método

de Bradford’®, conforme descrito anteriormente.

4.2.5.6 Analise de polissacarideos solluveis em agua (WSP)36:81

O volume de 1 mL do sobrenadante foi homogeneizado e transferido para um
tubo do tipo Falcon de 15 mL. A este tubo com 1 mL de sobrenadante foram
adicionados 2.5 volumes de etanol 95% (2,5 mL). O conteudo do tubo foi
homogeneizado e armazenado em freezer (-20° C) durante 18 h para ocorrer a
precipitacdo dos polissacarideos soluveis em agua. Apds a precipitacédo, todas as
amostras foram removidas do freezer, homogeneizadas e centrifugadas (9.500 xg/20
min/4° C). Os sobrenadantes foram descartados. As amostras foram entdo lavadas 3
vezes com etanol 75% gelado. Os tubos com as amostras foram agitados (usando
vortex), centrifugados e o sobrenadante foi dispensado. Posteriormente as lavagens,
o precipitado foi seco ao ar e suspenso novamente em 0,25 mL de agua. Foi realizada
uma nova agitagao para homogeneizar o precipitado na solugdo e as amostras foram
entdo submetidas a quantificacdo de carboidratos totais pelo método fenol-acido
sulfurico®!. Este método utiliza glicose para a curva padréo (Quadro 4) e foi realizado

dentro de uma capela de exaustédo de gases.
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Quadro 4 — Valores para a curva padrao do teste de quantificagdo de polissacarideos
soluveis em agua — WSP pelo método fenol-acido sulfurico

Tubo 0 0,75 1,25 2,50 5,00 10,00 | 15,00 | 20,00 | 25,00

Agua 160,00 | 159,25 | 158,75 | 157,50 | 155,00 | 150,00 | 145 | 140,00 | 135,00
(ML)

Glicose 0 0,75 1,25 2,50 500 | 10,00 | 15,00 | 20,00 | 25,00
(ML)

NaOH 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00
(ML)

Fonte: Elaboracao prépria.

Para analise de WSP, foram adicionados 200 uL de fenol 5% a cada tubo de
vidro (13 mm) contendo 200 uL de cada amostra em triplicata. Os tubos foram agitados
cuidadosamente. Ent&o, foi adicionado 1 mL de acido sulfurico a cada tubo, e os
mesmos foram agitados imediatamente. Depois de 20 minutos de reagéo, as amostras
foram lidas em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 490 nm. Os dados
das amostras de biofilmes foram convertidos em concentragdes de polissacarideos,

usando a equacéao da reta gerada (slope 0,048 — 0,051; R2 proximo de 1).

4.2.5.7 Analise do peso seco insoluvel e dos polissacarideos solliveis em alcali
(ASP)56,81

Previamente ao inicio do ensaio de ASP se faz necessario calcular o peso seco
insoluvel do biofilme para determinar o volume de NaOH a ser utilizado para

precipitacdo dos polissacarideos.

4.2.5.7.1 Peso seco insoluvel

Uma aliquota de 0,95 mL da suspensao de biofilme foi colocada imediatamente
em gelo. Apds a aliquota ser refrigerada, o tubo foi centrifugado (13000 xg/10 min/4°
C). O sobrenadante foi cuidadosamente removido do tubo e descartado. Entdo, o
precipitado foi seco em um concentrador de amostras por aproximadamente 3 h. Os
precipitados obtidos foram pesados em balanga analitica para determinacao do peso

seco insollvel.
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4.2.5.7.2 Polissacarideos soluveis em alcali (ASP)

De acordo com o peso obtido, foram adicionados a cada tubo 300 pyL de 1N
NaOH para cada 1 mg do peso seco do precipitado. Os microtubos foram incubados
por 2h em banho seco (300 xg/37° C). Terminado o periodo, as amostras foram
centrifugadas (13.000 xg/10 min/4° C) e os sobrenadantes foram cuidadosamente
coletados com o auxilio de uma pipeta e transferidos para microtubos de 2 mL,
preservando somente o precipitado. Novamente, o mesmo volume de 1N NaOH (300
ML de 1IN NaOH/1 mg do peso seco) foi transferido para os tubos contendo
precipitados. Os tubos foram agitados (com vértex) para romper os precipitados e 0s
mesmos passos foram repetidos para a extragdo de ASP, ou seja, apds a incubagéo,
as amostras foram centrifugadas (13.000 xg /10 min), o sobrenadante mais uma vez
cuidadosamente coletado e adicionado ao mesmo microtubo de 2 mL citado
anteriormente. Por fim, os precipitados foram novamente ressuspensos na quantidade
inicial de NaOH e centrifugados (13.000 xg/10 min/4° C), os sobrenadantes foram
novamente transferidos para os microtubos correspondentes (com os sobrenadantes
previamente coletados nas etapas anteriores).

Ap0és a extragao do ASP, os mesmos ficaram em solucdo de 1N NaOH, e foram
precipitados. Para tal, foram adicionados 3 volumes de etanol 95% gelado e as
amostras levadas ao freezer (-20° C) pelo periodo de 18 h. Passadas as 18h, ocorreu
a precipitacdo dos polissacarideos soluveis em alcali (ASP), entdo, os tubos foram
removidos do freezer, agitados e centrifugados (9.500xg / 2 0 min / 4° C). O
sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas 3 vezes com etanol 75% gelado.

Posteriormente a lavagem, o precipitado foi seco ao ar e ressuspenso em 1N
NaOH (no mesmo volume total da extragao original). Em seguida, os volumes foram
completados com agua mili-Q esterilizada até completar o volume de 200 pL. Por fim,
as amostras ficaram prontas para a quantificacdo de carboidratos totais usando o
método com fenol e acido sulfurico®!, utilizando uma curva previamente construida
com glicose e solugdo de NaOH para a curva padrao (Quadro 5) em uma capela de

exaustao de gases.



53

Quadro 5 — Valores para a curva padrdo do teste de quantificagdo de polissacarideos
soluveis em alcali — ASP pelo método fenol-acido sulfurico.

Tubo 0 0,75 1,25 2,50 5,00 10,00 | 15,00 | 20,00 | 25,00

Agua 160,00 | 159,25 | 158,75 | 157,50 | 155,00 | 150,00 | 145 | 140,00 | 135,00
(ML)

Glicose 0 0,75 125 | 2,50 | 500 | 10,00 | 15,00 | 20,00 | 25,00
(ML)

NaOH 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00 | 40,00
(ML)

Fonte: Elaboracao prépria.

O volume usado por amostra foi determinado com base no volume disponivel
para analise (30 a 40 pL). Assim, foi adicionada agua MiliQ para completar o volume
até 200 pl e as leituras da absorbéncia foram realizadas dentro da curva padréo

previamente realizada.

4.2.5.8 Analise de DNA extracelular (eDNA)36:82

A quantificacdo de eDNA foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Rice et al. 200782, Para isso, foi acrescentado as aliquotas de 0,65 mL o mesmo
volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e, em seguida, as amostras
foram cuidadosamente homogeneizadas em movimentos curtos e repetidos de vai-e-
vem (30 vezes). Entdo, as amostras foram centrifugadas (13.000 xg /20 min/4° C) e
a fase aquosa transferida para um microtubo de 2 mL. Neste novo microtubo, foi
adicionado 1 volume cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e em seguida foi realizada a
centrifugagéo (13.000 xg /20 min/ 4° C) das amostras e a transferéncia da fase aquosa
pra um novo tudo de 1,5 mL. A fase aquosa de cada amostra foi misturada com 3
volumes de etanol 99% e 1/10 volume de acetato de sddio 3 M (pH 5,2) e armazenada
a -20° C/18h. O eDNA precipitado com etanol foi coletado por centrifugagao (13.000
xg / 20 min / 4° C), e lavado 3 vezes com etanol 70% gelado, secado ao ar, e entdo
dissolvido em 20 pl de tampéo TE. A quantidade de eDNA foi determinada usando

nano espectrofotdmetro com comprimento de onda de 260 nm.
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4.2.6 Analises estatisticas

Ap0s a tabulagao dos dados, foi realizada a estatistica descritiva. Em seguida,
a normalidade e homoscedasticidade dos dados para cada um dos componentes da
matriz (variaveis dependentes) foram avaliadas por meio dos testes de Shapiro-Wilk
e Levene, respectivamente. Apds os dados atenderem ao pressuposto de
normalidade, foi realizado o teste ANOVA one-way seguido de pos-teste de Tukey
para dados homoscedasticos e pos-teste de Games-Howell para dados considerados
heterocedasticos. O nivel de significancia adotado foi de 5%. As andlises foram
realizadas com o software SPSS (IBM® SPSS® Statistics, versao 21, Chicago, IL,
EUA).
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5 RESULTADO

Os resultados obtidos no presente estudo estédo representados a seguir.

5.1 Porcentagem de Redugao

A taxa de reducéo (%) da viabilidade celular, bem como dos componentes do
biofilme estdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4 a seguir para as duas condigbes
experimentais: inibicdo da adesao e formacao de biofilme e erradicacao de biofilmes
maduros de 48 h. Todos os calculos foram realizados comparando com o grupo

controle de crescimento, respectivo de cada grupo.

5.1.1 Viabilidade celular
As taxas de redugdo da viabilidade celular dos microrganismos, a partir das

duas condigbes experimentais avaliadas, estdo representadas a seguir.

Tabela 1 — Porcentagem de redugéo dos valores de UFC/mL (log1o) dos
microrganismos em biofilme misto apds o ensaio de inibigdo da adesao e formacéao
do biofilme em cada grupo de tratamento comparado ao grupo controle de
crescimento (sem tratamento).

Microrganismo ZER 256 ZER 512

pl/mL pl/mL NYS CLX
C. albicans+
S. mutans (log1o) 3,71% 4,01% 4,02% 3,12%
C. albicans (log1o) 56,68% 78,34% 77,95%  98,45%
S. mutans (log1o) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela 2 — Porcentagem de redugéo dos valores de UFC/mL (log1o) dos
microrganismos em biofilme misto apds o ensaio de erradicagao do biofilme em cada
grupo de tratamento comparado ao grupo controle de crescimento (sem tratamento).

Microrganismo ZER 256 ZER 512

ul/mL ul/mL NYS CLX
C. albicans+
S. mutans (logo) 3,56% 3,63% 3,40% 2,60%
C. albicans (log1o) 19,64% 22,79%  70,18%  96,95%
S. mutans (logo) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Fonte: Elaboracao prépria.
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As taxas de redugdo dos componentes dos biofilmes, a partir das duas

condigdes experimentais avaliadas, estao representadas a seguir.

Tabela 3 — Porcentagem de reducéo dos componentes do biofilme misto apos o

ensaio de inibicdo da adesao e formagao do biofilme em cada grupo de tratamento
comparado ao grupo controle de crescimento (sem tratamento).

Parametro ZER 256 ZER 512
pl/mL pl/mL NYS CLX
Biomassa total (mg) 9,04% 11,30% 1,69%  10,73%
Biomassa insoluvel (mg) 18,10% 19,44% 11,89% 23,09%
Proteinas totais (ug) 18,11% 36,95% 14,82% 14,61%
Proteinas insoluveis (ug) 12,04% 13,75% 14,90% 15,77%
WSP (ug) 8,67% 16,43% 1,00% 5,67%
ASP (ug) 43,96% 43,96% 26,37%  25,27%
eDNA (ng) 10,27% 11,47% 3,90% 7,88%

Fonte: Elaboracao prépria.

Tabela 4 — Porcentagem de reducéo dos componentes do biofilme misto apos o

tratamento de biofilmes maduros de 48 h em cada grupo de tratamento comparado
ao grupo controle de crescimento (sem tratamento).

Parametro ZER 256 ZER 512
pl/mL pl/mL NYS CLX
Biomassa total (mg) 12,43% 16,90% 13,56% 15,25%
Biomassa insoluvel (mg) 18,59% 20,35% 16,41% 15,63%
Proteinas totais (pg) 6,82% 8,19% 10,31% 15,36%
Proteinas insoluveis (ug) 20,17% 20,49% 13,57% 14,20%
WSP (ug) 17,09% 19,57% 8,90% 9,66%
ASP (ug) 47,77% 51,11% 37,78%  44,44%
eDNA (ng) 25,59% 33,38% 6,23%  14,32%

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.2 Inibicao da Adesao E Formagao Do Biofilme

Os resultados obtidos a partir do ensaio de inibicdo da adesdo e formagao de
biofilme estao representados a seguir.

5.2.1 Viabilidade celular dos microrganismos

Os resultados referentes a contagem das coldnias viaveis estdo representados
na Tabela 5. Os valores de logio UFC/mL relativos a contagem total das colénias de
C. albicans e S. mutans, demonstraram diferenca estatistica significativa (p<0,001)
entre os grupos de tratamento. Todos os grupos apresentaram reducgédo significativa
de logio UFC/mL em relacdo ao grupo controle (p<0,035). O grupo ZER 512
apresentou a maior redugao em relacdo ao grupo controle (p<0,001), entretanto, foi
estatisticamente semelhante aos grupos ZER 256 e NYS (p=0,051).

Para a contagem de logio UFC/mL de C. albicans, foi observada diferenca
estatistica significativa (p<0,001) entre todos os grupos de tratamento. Todos os
grupos apresentaram reducdo de logio UFC/mL em relagdo ao grupo controle
(p<0,001). O grupo CLX apresentou a maior redugédo em relagdo ao grupo controle
(p<0,001), sendo diferente dos demais grupos (p<0,001). Os grupos ZER 512 e NYS
apresentaram a segunda maior redugcdo em relagédo ao grupo controle (p<0,001),
sendo diferentes dos demais grupos (p<0,001) e semelhantes entre si (p=1,000). O
grupo ZER 256 também apresentou reducgéo estatisticamente significativa em relagéo
ao grupo controle (p<0,001), porém, em menor escala quando comparado aos grupos
CLX, ZER 512 e NYS.

Os valores de contagem de logio UFC/mL de S. mutans ndo apresentaram

diferencga estatistica significativa (p=1,000) entre os grupos de tratamento.
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Tabela 5 — Médias e desvios padrao dos valores de da analise dos biofilmes
resultantes do ensaio de inibigcdo da adesé&o e formacao de biofilme.

Inibicdo da adeséao e formagéo de biofilmes

Microrganismo ZER 256 ZER 512 Valor de
C- pl/mL pli/mL NYS CLX p
C. albicans+ 8,134 a 7,832 bc 7,808 ¢ 7,807bc 7,880 b
S. mutans (log1o) +0,105 + 0,375 + 0,855 +0,563 +0,394 <0,001
C. albicans (logo) 6,466 a 2,801 b 1,400 ¢ 1,425¢ 0,100d

+0,412 + 0,926 +0,534 +0,580 +0,328 <0,001

8,079 a 8,079 a 8,079a 8,079a 8,079a
S. mutans (logo) +0,000 + 0,000 +0,000 +0,000 +0,000 1,000

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

5.2.2 Componentes do biofilme

Os resultados referentes aos componentes do biofilme apds o ensaio de
inibicdo da adesao e formagao do biofilme estao representados na Tabela 5.
Os valores de peso seco total demonstraram que nao houve diferenca

estatistica entre os grupos de tratamento (p=0,193).

Grafico 1 — Peso seco total

Peso seco total (mg)
N

C- ZER 256 ZER512 NYS CLX

Médias e desvios-padrao do peso seco total dos biofilmes, apds ensaios de inibicdo da adesao
e formacdo do biofilme. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Ao avaliar os niveis de proteinas soluveis, foi observada diferenca estatistica
entre os grupos de tratamento (p<0,001). Todos os grupos apresentaram redugéo dos
niveis de proteinas soluveis em relagao ao grupo controle (p<0,034). Os grupos ZER
256, ZER 512 e CLX apresentaram a maior reducido e foram semelhantes entre si

(p=0,227).

Grafico 2 — Proteinas soluveis
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Médias e desvios-padrao das proteinas sollveis dos biofilmes, apds ensaios de inibicdo da
adesao e formagédo do biofilme. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Em relag&o as proteinas insoluveis, foi observada diferenga estatistica entre os
grupos de tratamento (p<0,001). O grupo ZER 512 apresentou redugéo
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,001) e aos demais

grupos avaliados.
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Grafico 3 — Proteinas insoluveis
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Médias e desvios-padrao das proteinas insollveis dos biofilmes, apds ensaios de inibicdo da
adesao e formagédo do biofilme. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Para os niveis de WSP foi observada diferenga estatistica entre os grupos de
tratamento (p<0,001). Todos os grupos apresentaram redu¢ao de WSP em relagdo ao

grupo controle (p<0,015) e foram estatisticamente semelhantes entre si (p=0,828).

Grafico 4 - WSP
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Médias e desvios-padrdo dos niveis de WSP dos biofilmes, apds ensaios de inibicdo da
adesao e formagédo do biofilme. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Para o peso seco insoluvel foi observada diferenca estatistica significativa
(p<0,001) entre os grupos de tratamento. O grupo tratado com ZER a 512 ul/mL
apresentou a maior redugao (p<0,001) em relagao ao grupo controle. A segunda maior
reducdo em relagdo ao grupo controle foi provocada pelo grupo tratado com ZER a
256 pl/mL (p<0001). O grupo CLX também apresentou redugédo (p<0,001) da
biomassa insoluvel, porém em menor escala. O grupo NYS se comportou

estatisticamente semelhante ao grupo controle (p=1,000).

Grafico 5 — Peso insoluvel
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Médias e desvios-padrao dos niveis de peso insollvel dos biofilmes, apés ensaios de inibigdo
da adesao e da formacao do biofilme. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Para os niveis de ASP foi observada diferenga estatistica entre os grupos de
tratamento (p<0,001). Os grupos ZER 256 e ZER 512 apresentaram redug&o
significativa dos niveis de ASP em relagdo ao grupo controle (p<0,001) e foram
semelhantes entre si (p=0,940). Os grupos de tratamento NYS e CLX também
apresentaram redugao (p<0,001) em relagdo ao grupo controle, sendo semelhantes
entre si (p=0,828) e diferentes dos grupos ZER 256 e ZER 512 (p<0,001).
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Grafico 6 — ASP
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Médias e desvios-padrao dos niveis de ASP dos biofilmes, apds ensaios de inibicdo da adesao
e formacdo do biofilme. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Foi observada diferenga estatistica entre os grupos de tratamento para a
quantificacdo de eDNA (p=0,001). Os grupos ZER 256 e ZER 512 apresentaram
reducao estatisticamente significativa (p<0,008) dos niveis de eDNA em relagédo ao
grupo controle, sendo semelhantes entre si (p=1,000). Os grupos NYS e CLX

apresentaram valores estatisticamente semelhantes ao controle.

Grafico 7 — eDNA

C- ZER 256 ZER512 NYS CLX
Médias e desvios-padrdao dos niveis de eDNA dos biofilmes, apds ensaios de inibicdo da
adesao e formagédo do biofilme. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Tabela 6 — Médias e desvios padrido da analise dos biofilmes apds o ensaio de inibicdo da
adesdo e formagao de biofilme.

Inibicdo da adeséao e formagéo de biofilmes

Parametro ZER 256 ZER 512 ANOVA
C- pI/mL pI/mL NYS CLX one way
2,949 2,683 2,616 2,899 2,633
Biomassa total (mg) + 0,342 + 0,413 +0,312 0,587 +0,449 0,193
1,199 1,095 1,002 1,187 1,131
Biomassa insoluvel (mg) + 0,010 + 0,013 +0,013 +0,026 +0,029 <0,001
0,088 0,072 0,071 0,077 0,068
Proteinas totais (ug) + 0,005 + 0,005 +0,004 +0,004 <+£0,007 <0,001
0,028 0,023 0,018 0,024 0,024
Proteinas insoluveis (ug) + 0,002 + 0,002 +0,004 +0,002 0,002 <0,001
0,179 0,157 0,154 0,152 0,151
WSP (ug) + 0,014 + 0,014 +0,023 +0,020 0,009 <0,001
0,091 0,051 0,051 0,0685 0,067
ASP (ug) + 0,006 + 0,007 +0,008 +0,008 +0,006 <0,001

54,640 49,025 48,370 52,508 50,333
eDNA (ng) * 5,261 * 3,693 +3,550 £4,012 +2,301 0,001

Fonte: Elaboracao prépria.

5.3Inativacao de Biofilmes Maduros

Os resultados obtidos a partir do ensaio de erradicacdo dos biofilmes maduros
estéo representados a seguir.

5.3.1 Viabilidade celular dos microrganismos

Considerando os valores de log1o UFC/mL, para os microrganismos crescidos
em meio inespecifico (BHI) foi observada diferenga estatistica significativa (p<0,001)
entre os grupos de tratamento para contagem das colbnias de C. albicans e S. mutans.
Todos os grupos apresentaram redugao de logio UFC/mL em relagdo ao grupo
controle (p<0,024) e foram estatisticamente semelhantes entre si (p=1,000).

Para a contagem de logio UFC/mL de C. albicans foi observada diferencga
estatistica significativa (p<0,001) entre os grupos de tratamento. Todos os grupos

apresentaram reducgao de log1o UFC/mL em relagdo ao grupo controle (p<0,001). O
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grupo CLX apresentou a maior redugao em relacdo ao grupo controle (p<0,001),
sendo diferente dos demais grupos (p<0,001). O grupo NYS apresentou a segunda
maior redu¢ao em relagc&o ao grupo controle (p<0,001) e foi estatisticamente diferente
dos demais grupos (p<0,001). Os grupos ZER 256 e ZER 512 também apresentaram
reducao estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,001) e
apresentaram similaridade estatistica entre si (p=1,000).

Para a contagem de logio UFC/mL de S. mutans em meio especifico (BHI +
Anfotericina B) nao foi observada diferenga estatistica significativa (p=1,000) entre os
grupos de tratamento. Todos os valores referentes a contagem das colbnias viaveis

estao representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Médias e desvios padrado da analise dos biofilmes apds o ensaio de erradicagao
de biofilmes maduros

Grupos de tratamento

Parametro ZER 256 ZER 512 ANOVA
C- MI/mL pI/mL NYS CLX one way
C. albicans+ 8,089 a 7,801 b 7795b 7,814b 7,879b
S. mutans (log1o) +0,128 + 0,177 +0,365 +0,366 +0,228 <0,001
C. albicans (log1o) 6,564 a 5275b 5068b 1,957c¢ 0,200d

+ 0,549 +0,612 +0,585 +0,892 0,100 <0,001

8,079 a 8,079 a 8,079a 8,079a 8,079a
S. mutans (logo) + 0,000 + 0,000 +0,000 +0,000 +0,000 1,000

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

5.3.2 Componentes do biofilme

Os valores de peso seco total demonstraram que houve diferenca estatistica
entre os grupos de tratamento (p<0,001). Os grupos ZER 256, ZER 512 e CLX
apresentaram reducéo significativa no peso seco total em relagdo ao grupo controle

(p<0,038) e foram semelhantes entre si (p=1,000).
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Grafico 14 — Peso seco total
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Médias e desvios-padrao do peso seco total dos biofilmes, apds o ensaio de erradicacao do
biofiime maduro. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas; letras iguais indicam
semelhanca estatistica (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Ao avaliar os niveis de proteinas soluveis, foi observada diferenga estatistica
entre os grupos de tratamento (p<0,001). Todos os grupos apresentaram redugao dos
niveis de proteinas soluveis em relagdo ao grupo controle (p<0,001) e foram

estatisticamente semelhantes entre si (p=0,253).

Grafico 15 — Proteinas soluveis
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Médias e desvios-padrdo das proteinas solluveis dos biofiimes obtidas no ensaio de
erradicagdo do biofilme maduro. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Em relacdo as proteinas insoluveis, ndo foi observada diferenca estatistica

entre os grupos de tratamento (p=0,084).

Grafico 16 — Proteinas insoluveis
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Médias e desvios-padrao das proteinas insoluveis dos biofiimes obtidas no ensaio de
erradicagdo do biofilme maduro. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Para os niveis de WSP foi observada diferenca estatistica entre os grupos de
tratamento (p<0,001). Todos os grupos apresentaram redugao dos niveis de WSP em
relacdo ao grupo controle (p<0,041). Os grupos de tratamento ZER 256 e ZER 512
apresentaram a maior redugdo (p<0,001) em relagdo ao grupo controle, sendo

semelhantes entre si (p=1,000) e ao grupo CLX (p=0,066).



67

Grafico 17 — WSP
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Médias e desvios-padrao dos niveis de WSP dos biofilmes obtidas no ensaio de erradicagao
do biofilme maduro. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (dados
analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Para o peso seco insoluvel foi observada diferenga estatistica significativa
(p<0,001) entre os grupos de tratamento. Os grupos tratados com ZER a 256ul/mL e
512 pl/mL apresentaram a maior redugao (p<0,001) em relagdo ao grupo controle,
sendo semelhantes entre si (p=0,300). Os grupos CLX e NYS também apresentaram

reducgao (p<0,001) da biomassa insoluvel, porém em menor escala.

Grafico 18 — Peso insoluvel
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Médias e desvios-padrao dos niveis de peso insoluvel dos biofilmes obtidas no ensaio de
erradicagdo do biofilme maduro. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Para os niveis de ASP foi observada diferenga estatistica entre os grupos de
tratamento (p<0,001). Todos os grupos apresentaram redugao dos niveis de ASP em
relacdo ao grupo controle (p<0,001). Os grupos de tratamento ZER 256, ZER 512 e
CLX apresentaram as maiores redugdes de ASP (p<0,001) em relagdo ao grupo
controle, sendo semelhantes entre si (p=0,966). O grupo NYS também apresentou
diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle (p<0,001), entretanto foi diferente
do grupo ZER 512 (p=0,003).

Grafico 19 — ASP
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Médias e desvios-padrao dos niveis de ASP dos biofilmes obtidas no ensaio de erradicagcéo
do biofilme maduro. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa
(dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Foi observada diferenga estatistica entre os grupos de tratamento para a
quantificacdo de eDNA (p<0,001). Os grupos ZER 256 e ZER 512 apresentaram a
maior reducgao estatisticamente significativa (p<0,001) dos niveis de eDNA em relagao
ao grupo controle, sendo diferentes dos grupos NYS e CLX (p<0,004), e semelhantes
entre si (p=0,117).
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Grafico 20 — eDNA
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Médias e desvios-padrao dos niveis de eDNA dos biofilmes obtidas no ensaio de erradicagao
do biofilme maduro. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa
(dados analisados com o teste ANOVA one-way) (p<0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.
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Tabela 8 — Médias e desvios padrao da analise dos biofilmes obtidas no ensaio de
erradicagao do biofilme maduro

Grupos de tratamento

Parametro ZER 256 ZER 512 ANOVA
C- pl/mL pI/mL NYS CLX one way
2,949 2,550 2,499 2,900 2,583
Biomassa total (mg) 1 0,257 + 0,320 +0,233 10439 10,158 <0,001
1,211 1,004 0,974 1,103 1,094
Biomassa insoluvel (mg) * 0,066 + 0,045 +0,033 0,032 £0,041 <0,001
0,090 0,073 0,071 0,075 0,076
Proteinas totais (ug) + 0,005 1+ 0,005 +0,0056 +0,004 +0,006 <0,001
0,029 0,027 0,027 0,026 0,027
Proteinas insoluveis (ug) £ 0,003 1 0,001 +0,001 £0,003 +£0,002 0,084
0,179 0,143 0,142 0,155 0,153
WSP (ug) + 0,013 + 0,002 +0,010 £0,024 +0,017 <0,001
0,090 0,047 0,044 0,056 0,050
ASP (ug) + 0,011 + 0,011 +0,007 +£0,007 £0,007 <0,001

55,106 41,002 36,708 51,675 47,216
eDNA (ng) + 6,088 + 3,270 +3476 +3,108 +3,438 0,001

Fonte: Elaboracao prépria.
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6 DISCUSSAO

O uso de compostos naturais medicinais para a inativagcdo de microrganismos
tem sido explorado®%%2, O composto natural ZER, extraido de rizomas da espécie
Zingiber zerumbet, demonstra seu potencial em diferentes areas, entre elas estéao
terapias anticancer®”-7072, terapias anti-inflamatérias”, disfungbes cardiacas®® e na
inativagdo de fungos e bactérias333536.39.68  porém, seu efeito na redugido de
viabilidade celular dos microrganismos e componentes de biofiimes mistos de C.
albicans e S. mutans ainda nao foi avaliado. Os biofilmes avaliados no presente estudo
foram formados sobre espécimes de resina acrilica, que simulam a base de proteses
dentarias, as quais estao diretamente relacionadas com a colonizagao de diferentes
espécies de microrganismos e consequente formagéo de biofilme.

Os resultados obtidos pelo presente estudo evidenciam a atividade de ZER na
reducdo da viabilidade celular de C. albicans e também sobre os componentes do
biofilme. No presente estudo, ZER reduziu o numero de coldnias viaveis de C. albicans
e os componentes da matriz do biofilme, tanto na inibicdo da adeséao e formagao de
biofilmes sobre uma superficie tratada com a substancia quanto na erradicagao de
biofilmes mistos de 48 h formados sobre resina acrilica.

No ensaio de inibicao de adesao e formacao de biofilme, todas as substancias
testadas (ZER, NYS e CLX) reduziram a viabilidade celular de C. albicans, entretanto,
as substancias avaliadas n&o apresentaram atividade antimicrobiana para S. mutans.
Os biofilmes formados sobre a superficie tratada com ZER 512 ug/mL apresentaram
78% de redugao de viabilidade celular para C. albicans, sendo o maior valor de
reducdo comparado ao grupo controle. Foi constatado que biofiimes de C. albicans
formados na presenca de ZER 64 pg/mL tiveram sua atividade metabdlica reduzida
em até 83,5%, e a substancia inibiu a adesdo das células as superficies?3. Em outro
estudo, a presenca de ZER 128 ug/mL durante os ensaios de formagao de biofilme
misto de C. albicans e Staphylococcus aureus reduziu até 98,9% da atividade
metabdlica dos microrganismos3®. Os resultados obtidos no presente estudo
corroboram com os estudos anteriores que demonstraram que o ZER apresenta
capacidade de inibir a adesao e formacido de biofilmes por meio da reducdo na
atividade metabdlica e na viabilidade celular dos microrganismos. Dessa forma, os
resultados citados demonstraram a ag¢ao antibiofilme de ZER durante a adeséo e a

formacéao de biofilmes de C. albicans.
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Quanto a viabilidade celular dos microrganismos no ensaio de erradicagéo de
biofilmes maduros, ZER 256 ug/mL e 512 ug/mL reduziram aproximadamente 20% e
23% da viabilidade celular de C. albicans, respectivamente, e ndo apresentaram
atividade na viabilidade celular de S. mutans. Os resultados obtidos no presente
estudo corroboram com um estudo prévio em que o ZER 256 pg/mL reduziu a
viabilidade celular de C. albicans susceptivel e resistente ao fluconazol em
aproximadamente 37% em biofiimes simples 3°. Entretanto, ZER ndo mostrou-se
eficaz em reduzir a viabilidade celular de S. mutans apos o tratamento de biofilmes
maduros. Em estudo anterior foi observado a atividade antimicrobiana do ZER contra
culturas planctonicas de S. mutans com valores de Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) de 250 pg/mL e de Concentragdo Bactericida Minima (CBM) de 500 pug/mL38. A
estruturagcdo dos microrganismos em biofilme aumenta a tolerancia aos farmacos,
principalmente em virtude da matriz extracelular do biofilme. Portanto, a atividade
antimicrobiana das substancias testadas sobre biofilme e sobre culturas planctonicas
apresentam comportamento diferente. Ao considerar que os testes de CIM e CBM sao
realizados em culturas planctdnicas dos microrganismos (que nao estao incorporadas
ao biofilme) e que a presenga dos microrganismos na estrutura do biofilme torna-os
menos suscetiveis a acdo de antimicrobianos, os resultados obtidos no presente
estudo demonstram que S. mutans no biofilme apresenta susceptibilidade reduzida,
de maneira que ZER em concentragao de 250 ug/mL nao apresentou atividade sobre
0 microrganismo no biofilme, embora apresentou eficacia sobre cultura plancténica.
Um estudo avaliou o efeito da curcumina encapsulada, um composto natural
conhecido por sua atividade antimicrobiana, associada a terapia fotodinamica sobre
biofilmes mistos de C. albicans e S. mutans, e os efeitos foram maiores sobre C.
albicans do que sobre S. mutans, assim como o observado no presente estudo®. Por
outro lado, diferentes fragdes de Casearia sylvestris Sw, uma espécie de planta rica
em diterpenos, promoveu reducao na viabilidade celular de biofilmes de S. mutans,
entretanto, mas nao foi capaz de afetar os componentes da matriz do biofilme®®.

Clorexidina € uma substancia comumente utilizada como agente desinfetante
para erradicar microrganismos devido a sua eficacia de amplo espectro, apresentando
efeitos bactericidas e fungicidas. Nistatina € um antifungico utilizado comumente para
ao tratamento de infecgdes fungicas. Essas duas substancias foram avaliadas no
presente estudo como controle de tratamento. Os efeitos foram maiores sobre C.

albicans que sobre S. mutans, em ambas as condigdes experimentais avaliadas
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(inibicdo de adesao e formacéo de biofilme e erradicagao de biofilme maduro). Em
estudo anterior foi demonstrado que a nistatina (4 vezes ao dia, por aproximadamente
3 dias) reduziu a viabilidade celular dos microrganismos e o peso seco total do biofilme
misto de C. albicans e S. mutans formados sobre discos de hidroxiapatita, de maneira
que viabilidade celular de S. mutans foi reduzida somente apos 44 horas de ensaio®®.
No presente estudo, a Nistatina reduziu aproximadamente 71% da viabilidade celular
do fungo C. albicans, demonstrando seu efeito antifungico comprovado, mas néo
apresentou efeitos sobre S. mutans. Considerando que o ensaio foi realizado com 20
minutos de exposicdo as substancias, os resultados obtidos aqui, comparados aos
obtidos por Alomeir et al.%, sugerem a necessidade de regimes prolongados de
tratamento para obtencdo de efeito sobre bactérias e outros microrganismos
presentes no biofilme. No presente estudo, a solugdo de CLX a 2,0% foi a substancia
que promoveu maior reducao de viabilidade celular de C. albicans, tanto apds a
imersao dos corpos de prova contendo o biofilme maduro de 48 h por 20 minutos na
solucéo, cuja viabilidade celular de C. albicans foi reduzida aproximadamente 97%,
quanto na adesdo e formacao de biofiimes sobre superficies expostas por 8 h a
substancia, que promoveu aproximadamente 98,5% de reducido de viabilidade
fungica. Porém, a substancia ndo apresentou o mesmo efeito sobre S. mutans. A
bactéria cariogénica S. mutans € um grande produtor de matriz de biofilmes,
principalmente na presenga de sacarose, a qual atua como substrato para a sintese
de exopolissacarideos, como glucanos e frutanos*3. A eficacia da CLX é reduzida
contra biofiilmes maduros, sendo que a resisténcia das células microbianas a
substancia € aumentada na presenga dos exopolissacarideos da matriz, os quais
possuem carga negativa e afetam a penetragdo da CLX (uma substancia catiénica)
no biofilme*®. Desta forma, a baixa atividade da substancia sobre a bactéria observada
no presente estudo pode ser atribuida a presenga da matriz extracelular que afeta a
penetracdo (e atividade antimicrobiana) de substancias como a CLX, visto que os
biofilmes foram formados na presenga de glucose e frutose, e, portanto, com grande
conteudo de polissacarideos. Por outro lado, o efeito da substancia no biofiime de
préteses dentarias foi avaliado apos imergir a protese por 5 minutos em CLX 2,0% e
a area coberta por biofiime foi significantemente reduzida nos grupos testes
comparados ao controled3, entretanto, nido foi realizada a quantificacdo dos
microrganismos. Outro estudo avaliou o efeito de CLX 2,0% sobre biofilmes simples

de S. mutans e foi observado 96% de redugéao de viabilidade celular do microrganismo,
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com regimes de 1 semana de aplicagdo®2. No presente estudo, apds a exposigdo a
substancia por 20 minutos ndo houve reducido da viabilidade celular de S. mutans,
sugerindo a necessidade de exposi¢ao prolongada a substancia.

Ao comparar a atividade de ZER sobre a reducéo da viabilidade celular dos
microrganismos nas duas condi¢gdes experimentais avaliadas, o ensaio de inibicao da
adesao e formacéao de biofilme foi mais eficaz em reduzir o numero de colbnias viaveis,
cuja reducdo foi de aproximadamente 78% para C. albicans e 4% para
microrganismos totais, na concentracdo de 512 pg/mL. O tratamento dos biofilmes
maduros com a mesma concentragao da substancia reduziu a viabilidade celular de
C. albicans em aproximadamente 23% e 4% dos microrganismos totais. ZER é um
sesquiterpeno monociclico, os terpenos promovem alteragcdes na permeabilidade e
fluidez da membrana celular, o que afeta a adesdo fungica®®. Além disso, esses
componentes atuam como inibidores da morfogénese de leveduras em hifas e,
quando adicionados aos biofilmes na fase inicial do seu desenvolvimento, impedem a
evolugao dos biofilmes®®. Por outro lado, a atividade da substancia em desestruturar
os componentes dos biofiimes maduros de 48 h foi maior em comparagdo aos
componentes do biofilme analisados apds o ensaio de inibicdo da adesao e formagao
de biofilme. Considerando que a matriz extracelular € formada por diferentes
biomoléculas funcionais que garantem o arranjo de uma estrutura robusta de suporte
microbiano, abordagens que podem reduzir essas substancias poliméricas quando os
biofilmes ja estdo estabelecidos s&o promissoras, uma vez que podem enfraquecer a
estrutura do biofilme e potencializar a morte celular.

A matriz extracelular dos biofilmes consiste em um arranjo de diferentes
biomoléculas produzidas pelos proprios microrganismos que permanecem agregados.
Acidos nucleicos (eDNA), proteinas (solUveis e insollveis), exopolissacarideos (B-
glucanos, a-mannanas), lipideos e outras biomoléculas fazem parte deste arranjo, de
maneira que cada um desses componentes desempenha uma fung¢ao na estruturacao
do biofilme*’. As substancias poliméricas presentes na matriz dos biofilmes promovem
a adesdo e coesdo de microrganismos, e dificultam a difusdo de farmacos*’. Os
biofilmes de C. albicans séo estruturados pelo complexo mananas-glucanas (MGCx),
formado pela interagdo entre WSPs (a-mananas) e ASPs (B-glucanas), cuja
estruturagdo € fundamental para a resisténcia antifungica observada nesses
biofilmes'”. A bactéria S. mutans ¢ uma grande produtora de matriz de biofiimes,

principalmente na presenga de sacarose, a qual atua como substrato para a sintese
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de exopolissacarideos, como glucanos e frutanos*. Biofilmes cariogénicos de S.
mutans sao constituidos principalmente por exopolissacarideos, no entanto, o DNA
extracelular (eDNA) também é encontrado em quantidades elevadas*6. A coexisténcia
de C. albicans e S. mutans em biofilmes multiespécies € comum diante da grande
variedade de espécies microbianas que habitam o ambiente oral.

No presente estudo, a analise dos componentes do biofiime de 48 h de C.
albicans e S. mutans apos o tratamento com ZER 256 ug/mL demonstrou redugdes
no WSP (20,17%), proteinas soluveis (18,59%) e eDNA (25,59%). A concentracao de
ZER 512 pg/mL também reduziu os mesmos componentes do biofilme com resultados
semelhantes, sendo 20,49% no WSP, 20,35% nas proteinas soluveis e 33,38% no
(eDNA). Em estudo, prévio também foi observada redugdo dos componentes do
biofilme simples de C. albicans resistente ao fluconazol, entretanto em maior escala,
sendo WSP (65,93%), proteinas (16,51%) e eDNA (78,3%)°. Os resultados obtidos
no presente estudo podem ser justificados pela presenga dos glucanos produzidos
por S. mutans que circundam as células de C. albicans, aumentando a resisténcia
antifingica e a tolerancia de C. albicans em biofilmes mistos36:42,

Assim, considerando a organizagao estrutural da matriz extracelular do
biofilme, os resultados do presente estudo foram promissores, uma vez que apos o
tratamento de biofilmes mistos maduros de 48 h de C. albicans e S. mutans, o
tratamento com ZER (512 pg/mL) reduziu aproximadamente 20% dos polissacarideos
soluveis em agua (WSP) da matriz extracelular do biofilme, e, aproximadamente 44%
dos polissacarideos soluveis em alcali (ASP). Esses resultados corroboram com o
estudo prévio do grupo que avaliou a eficacia de ZER em biofiimes de C. albicans
susceptiveis e resistentes ao fluconazol, que apresentaram reducao de 60% e 65%
dos niveis de WSP, respectivamente, e 10% dos niveis de ASP para ambas as cepas,
quando tratados com ZER na concentragdo de 256 ug/mL. Biofilmes bacterianos
apresentam maior quantidade de polissacarideos, cuja principal caracteristica é
dificultar a penetragédo e consequente agdo de antibidticos e/ou outros farmacos**. Ao
comparar a presenga de polissacarideos na parede celular de culturas planctonicas e
de células envolvidas pelo biofilme, o conteudo de [B-1-3glucanos é maior, 0 que
aumenta sua resisténcia as terapias antimicrobianas'®1742. Os glucanos produzidos
por S. mutans sao capazes de aumentar a tolerancia de C. albicans aos farmacos,
quando ambos estdo presentes em biofilme misto, isto porque reduz a permeabilidade

do biofilme, diminuindo a quantidade de substancias disponiveis na microestrutura3®.
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No presente estudo, a quantidade total de WSP dos biofilmes mistos de 48 h que nao
sofreram nenhuma intervengao (grupo controle) foi de 0,179 pg. Em estudo prévio foi
observado que, em biofilmes simples de C. albicans, a quantidade total de WSP do
grupo controle foi de 0,09 pg. Os resultados obtidos no presente estudo em relagéo a
taxa de reducdao de WSP presentes na matriz extracelular dos biofiimes mistos
demonstram que a presenga de S. mutans no biofiime elevou os niveis de
polissacarideos quando comparado aos biofilmes fungicos simples, corroborando com
os estudos citados anteriormente que evidenciam a quantidade de polissacarideos de
biofilmes mistos, principalmente na presenca de S. mutans, considerado um grande
produtor de glucanos. A presencga dos glucanos produzidos pelo S. mutans torna a
estrutura mais robusta e de dificil penetragcdo para os farmacos. Dessa forma, a
reducao de polissacarideos da matriz de biofilmes mistos (aproximadamente 20% de
WSP e aproximadamente 44% de ASP) observada no presente estudo demonstra que
ZER pode atuar promovendo a desorganizagao das interagdes MGCx e reduzindo a
quantidade de exopolissacarideos, favorecendo a atividade antimicrobiana.

Ao comparar a redugcdo dos polissacarideos apds o tratamento com ZER
(aproximadamente 20% para WSP) com a redugao promovida pelo tratamento com
Nistatina e Clorexidina, utilizados como controle neste estudo, a porcentagem de
reducao obtida com o ZER foi em média 16% maior (13,57% para NIS e 14,20% para
CLX). Esse resultado pode ser considerado favoravel, uma vez que esses farmacos
sdo antimicrobianos bem estabelecidos no tratamento de infec¢gdes microbianas. Um
estudo prévio avaliou o efeito da Nistatina em biofilmes de C. albicans suscetiveis e
os resultados apontaram que, apesar da reducao da viabilidade celular, a substancia
nao foi capaz de afetar a matriz de exopolissacarideos, sendo ineficaz contra a
arquitetura do biofilme38.

Além dos polissacarideos, houve reducédo de aproximadamente 33% do DNA
extracelular (eDNA) presente nos biofilmes mistos avaliados neste estudo. Esses
resultados corroboram com estudo prévio em que foi avaliado biofilme simples de C.
albicans resistente ao fluconazol (ATCC 96901) submetido ao tratamento com ZER
em que foi observado 23% de redugcado de eDNA. O eDNA participa na estruturagéo
do biofilme, sendo capaz de interagir com diversas substancias poliméricas
extracelulares'®. Essa redugdo, promovida pelo ZER sugere o enfraquecimento da
matriz do biofilme, uma vez que o eDNA desempenha fun¢des relacionadas a

manutengao da integridade estrutural. O eDNA e os polissacarideos soluveis em agua
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estdo estruturalmente relacionados, de forma que o eDNA é circundado por
componentes do complexo MGCx na matriz extracelular do biofiime, podendo
apresentar ligagbes fortes ou fracas, o que interfere no processo de hidrolise dos
polissacarideos pelas enzimas*'. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo
comprovam essa relagao, visto que a exposi¢ao ao ZER levou a reducdo de WSP e
de eDNA presentes na matriz do biofilme.

O presente estudo demonstrou que o tratamento dos biofilmes mistos maduros
com ZER 256 pg/mL promoveu aproximadamente 17% de redugédo das proteinas
soluveis da matriz, enquanto a concentragcdo de 512 ug/mL promoveu
aproximadamente 20% de reducdo. Em estudo prévio realizado sobre biofilmes
simples de C. albicans suscetiveis e resistentes ao fluconazol foi observado redugéo
apenas das proteinas insoluveis da matriz para ambas as espécies (aproximadamente
15%)%°. As proteinas sdo componentes presentes em larga escala no biofilme que
desempenham um papel digestivo na dinamica do biofilme, realizando a ruptura de
biopolimeros extracelulares para obtengéo de energia'®4!. Em estudos anteriores, ndo
foi observada reducgao nas proteinas do biofilme de C. albicans, mesmo com redug¢ao
na viabilidade celular e outros componentes da matriz extracelular, apds o tratamento
com terapia fotodindmica antimicrobiana, comumente utilizada para a inativacédo de
microrganismos®%%’. A redugdo de proteinas pode ser uma abordagem importante,
uma vez que se relacionam a obtencao de energia da microestrutura, e sua redugao
pode ser um indicativo de supresséo das atividades microbianas.

O peso seco total dos biofiimes também foi avaliado no presente estudo. A
concentragao de 256 ug/mL promoveu aproximadamente 12% de redugao, enquanto
a concentracdo de 512 pug/mL promoveu aproximadamente 17% de redugdo em
relacdo ao grupo controle. Esses resultados corroboram com estudos prévios em que
foi constatado que ZER na concentragcdo de 256 pg/mL promoveu uma redugao
significativa da biomassa total do biofilme multiespécie formado por C. albicans e S.
aureus, constatada por meio de microscopia confocal de varredura a laser3®. Em
estudo prévio, a biomassa total dos biofimes de C. albicans foi reduzida em
aproximadamente 13% quando tratados com ZER na concentragao de 256 pg/mL. A
biomassa total do biofiime consiste em células microbianas e nos componentes
soluveis e insoluveis do biofilme. Dessa forma, ZER se mostrou eficiente em reduzir
componentes do biofilme, evidenciando sua atividade antibiofiime. Antifungicos

convencionais (Nistatina e anfotericina B) também foram capazes de reduzir a



78

biomassa de biofilmes de C. albicans de maneira dose-dependente®*. No presente
estudo, NYS e CLX reduziram 13,56% e 15,25% do peso seco total dos biofilmes,
respectivamente, demonstrando que ZER foi mais eficiente que os antifungicos
convencionais avaliados no presente estudo.

Os biofilmes avaliados no presente estudo foram formados sobre superficies
que simulam a base de proteses dentarias comumente utilizadas. Os corpos de prova
foram fabricados com resina acrilica termicamente ativada e padronizados quanto a
rugosidade, estabelecida entre 2.7 e 3.7 um’“. Diante da grande colonizagdo de bases
de préteses por microrganismos, a busca por agentes que reduzam a aderéncia
microbiana, e consequente, a formagao de biofilme é de grande interesse. Biofilmes
de C. albicans foram formados sobre discos de resina que foram previamente
expostos a Oleos essenciais de canela e de capim limao, e, foi observado até 70% de
redugdo na atividade metabdlica dos mesmos®4. Os resultados obtidos no presente
estudo, a partir do ensaio de inibicdo da adesao e formacgao de biofilme, evidenciaram
o potencial do ZER em inibir a colonizagdo da resina por microrganismos.

O potencial antifungico do ZER ficou evidenciado no presente estudo por meio
dos resultados obtidos nas duas condi¢cdes experimentais avaliadas. O tratamento de
biofilmes maduros promoveu maior redu¢do nos componentes do biofiime quando
comparado ao ensaio de adesao e formacgao dos biofilmes sobre a superficie tratada.
Porém, a viabilidade celular de C. albicans foi mais afetada apds o ensaio de inibigdo
da adeséo e formacao de biofilme, embora ZER n&o tenha apresentado eficacia sobre
a reducdo da viabilidade celular de S. mutans. Dessa forma, a capacidade da
substancia em reduzir a colonizacdo de C. albicans sobre superficies previamente
tratadas e, posteriormente, em desestruturar biofilmes maduros ficou evidenciada, e
os resultados aqui obtidos tornam ZER uma alternativa promissora para a
desestruturacao de biofilmes mistos. Entretando, o efeito de ZER sobre a viabilidade
celular de S. mutans precisa ser mais bem avaliado, a fim de encontrar resultados
promissores. Além disso, outros estudos precisam ser desenvolvidos para avaliar o

efeito de ZER em modelos in vivo.
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7 CONCLUSAO

O ensaio de adesao e formagao do biofiime demonstrou que a imersao de
corpos de prova de resina acrilica em ZER (256 yg/mL e 512 pg/ mL) por 8h reduziu
a contagem de unidades formadoras de col6nias de + do biofilme misto. Além disso,
foi observado reducdo nos componentes do biofilme ASP, WSP, eDNA, proteinas
soluveis e insoluveis.

O tratamento dos biofilmes maduros de 48 h formados sobre os corpos de prova
de resina acrilica com ZER (256 pg/mL e 512 ug/ mL) por 20 minutos promoveu
reducao na contagem de unidades formadoras de col6nias de C. albicans do biofilme
misto. Além disso, foi observado redug¢do nos componentes do biofilme ASP, WSP,
eDNA e proteinas soluveis.
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