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RESUMO

NOVAES, S. E. O. Efeitos do ciclofosfato de célcio sobre componentes da
matriz extracelular de biofilmes mistos de Streptococcus mutans e Candida
albicans formados in vitro. 2024. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacgao) —
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Aracatuba, 2024.

Este estudo avaliou o efeito de um ciclofosfato a base de célcio (CaTMP),
proveniente da substituicdo do ion sodio (Na*) do trimetafosfato de sédio (NaTMP)
por ions célcio (Ca**), associado ou ndo ao fluoreto, sobre a composi¢do da matriz
extracelular (MEC) de biofilmes mistos de Streptococcus mutans e Candida albicans,
formados in vitro. O ciclotrifosfato contendo calcio (CaTMP) foi sintetizado utilizando
uma coluna para cromatografia e adicdo de solucdo contendo hidroxido de calcio
(Ca(OH)2). Em seguida, o CaTMP foi caracterizado morfologicamente por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de raios-X por
dispersédo de energia (EDS). Biofilmes mistos de S. mutans e C. albicans foram
formados em saliva artificial e tratados trés vezes (72, 78 e 96 horas de formacéo),
por um minuto, com solugdes contendo: saliva artificial (controle negativo); 1100 ppm
F (NaF); 0,5 e 1% de CaTMP; 0,5 e 1% de CaTMP com 1100 ppmF; 0,5 e 1% de
trimetafosfato de sodio (NaTMP), 0,5 e 1% de NaTMP com 1100 ppmF. Apés o
terceiro tratamento, foram quantificadas as concentracdes de proteinas e
carboidratos da MEC. Os dados foram submetidos a ANOVA a um critério, seguido
pelo teste Student-Newman Keuls (p<0,05). O processo de sintese por
cromatografia levou a substituicdo total dos atomos de Na por atomos de Ca e as
particulas apresentaram tamanho homogéneo. Em relacdo a quantidade de
proteinas, o menor valor foi observado para o grupo tratado com 1% de CaTMP com
F, quando comparado aos outros tratamentos. Quanto aos carboidratos, os grupos
0,5% CaTMP com F e 1% Ca TMP com F promoveram as maiores reduc¢des quando
comparado aos outros grupos, sem diferenca estatistica entre si. Conclui-se que o
CaTMP interferiu na composi¢cdo da matriz extracelular dos biofilmes analisados,
especialmente quando combinado ao F, aumentando a concentragédo de Ca no meio
e reduzindo os valores de proteinas e carboidratos no biofilme.

Palavras-chave: biofiimes; fosfatos; fluoretos; calcio.



ABSTRACT

NOVAES, S. E. O. Effects of calcium cyclophosphate on extracellular matrix
components of mixed biofilms of Streptococcus mutans and Candida albicans
formed in vitro. 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao) — Faculdade
de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba,
2024.

This study evaluated the effect of a calcium-based cyclophosphate (CaTMP),
resulting from the replacement of the sodium ion (Na® by calcium ions (Ca**) from
sodium trimetaphosphate (NaTMP), associated or not with fluoride, on the
composition of the matrix extracellular (ECM) of dual-species biofiims of
Streptococcus mutans and Candida albicans, formed in vitro. Calcium-containing
cyclotriphosphate (CaTMP) was synthesized using a chromatography column and
addition of a solution containing calcium hydroxide (Ca(OH)2). Next, CaTMP was
characterized morphologically using scanning electron microscopy (SEM) and energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS). Dual biofilms of S. mutans and C. albicans
were formed in artificial saliva and treated three times (at 72, 78 and 96 hours
formation), for one min, with solutions containing: 1100 ppm F (NaF); 0.5 or 1%
CaTMP; 0.5 or 1% CaTMP combined with 1100 ppmF; 0.5 or 1% sodium
trimetaphosphate (NaTMP), 0.5 or 1% NaTMP combined with 1100 ppm F. Atrtificial
saliva served as negative control (negative control). After the third treatment, the
concentrations of proteins and carbohydrates in the ECM were quantified. The data
were submitted to one-way ANOVA, followed by the Student-Newman Keuls’ test
(p<0.05). The chromatographic synthesis process led to the total replacement of Na+
atoms by Ca++ atoms and the particles presented a homogeneous size. Regarding
the amount of proteins, the lowest value was observed for the group treated with 1%
CaTMP with F, when compared to the other treatments. As for carbohydrates, the
0.5% CaTMP with F and 1% CaTMP with F groups promoted the greatest reductions
when compared to the other groups, with no statistical difference between them. It is
concluded that CaTMP interfered with the composition of the extracellular matrix of
the biofilms analyzed, especially when combined with F, increasing the presence of
Ca in the environment and decreasing the values of proteins and carbohydrates in
the biofilm.

Keywords: biofilms; phosphates; fluorides; calcium.



LISTA DE FIGURAS

Figural Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura das amostras 19
TMP (A) e CaTMP, e respectivos histogramas de EDS (C e D)

Figura2 Valores meédios (DP) de proteina (A) e carboidrato (B) da matriz 20
extracelular de biofilmes de Streptococcus mutans e Candida albicans
obtidos apos tratamento com diferentes concentracfes de NaTMP ou
CaTMP, combinados ou ndo com F. Letras maiulsculas diferentes
denotam diferencas estatisticas entre os grupos



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVOS

3 METODOLOGIA

3.1 Processamento dos compostos de TMP

3.2 Preparo da saliva artificial

3.3 Cepa de microrganismos, condi¢des de crescimento e tratamento
3.4 Tratamento dos biofilmes

3.5 Avaliagao dos componentes da matriz extracelular

3.5.1 Extracdo da matriz extracelular

3.5.2 Determinacéo do peso seco dos biofilmes

3.5.3 Quantificacéo das proteinas e polissacarideos extracelulares (EPS)
3.6 Andlise estatistica

4 RESULTADOS

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO

REFERENCIAS

10
13
14
14
15
15
16
16
16
16
17
17
18
20
22
23



10

1 INTRODUCAO

A cérie dentaria é uma doenca multifatorial, biofilme-acicar dependente
(Sheiham; James, 2015), ocasionada pela producéo bacteriana de acidos a partir da
metabolizacdo de carboidratos fermentéaveis da dieta, provocando progressivamente
a desmineralizacdo do esmalte dentario (Cummins; Bowen, 2006). O biofilme
dentéario pode ser definido como uma comunidade microbiana organizada, aderida
as superficies vivas ou inertes, e envolvido por uma matriz extracelular produzida
pelas células (Costerton; Stewart; Greenberg, 1999). O biofilme dentario pode ser
definido como uma comunidade microbiana organizada, aderida as superficies vivas
ou inertes, e envolvido por uma matriz extracelular produzida pelas células
(Costerton; Stewart; Greenberg, 1999). A matriz extracelular do biofilme consiste
num material extracelular, produzido essencialmente pelo préprio microorganismo,
constituido, em geral, por polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios.
Esta estrutura confere ao biofilme estabilidade mecanica, possibilita sua adeséo a
superficies, além de atuar como um sistema digestivo externo, mantendo as
enzimas extracelulares proximas das células, permitindo-lhes metabolizar
substancias dissolvidas, coloidais, e biopolimeros sélidos (Flemming; Wingender,
2010).

Entre os principais agentes etiologicos da carie dentaria, destaca-se a
bactéria gram-positiva Streptococcus mutans, devido a sua habilidade de colonizar a
superficie dental, metabolizar carboidratos fermentaveis e produzir acido lactico,
além de ter a capacidade de crescer e se multiplicar em ambiente acido (Marsh;
Martin, 2009). S. mutans metaboliza a sacarose (agucar ou polimeros, tais como
amido), gerando como subproduto, grande quantidade de acido lactico, o qual é
capaz de solubilizar o componente mineral do dente e iniciar o processo cariogénico
(Marsh; Martin, 2009). Apesar do S. mutans ser citado frequentemente como o
principal agente patdgeno responsavel pela céarie dentaria (Bowen; Koo, 2011), os
processos de instalacdo e progressao da doenca também envolvem outros
microorganismos (Bowen et al., 2018; Hajishengallis et al., 2017; Takahashi; Nyvad,
2011).

Dentre os diversos microorganismos envolvidos no processo cariogénico,

destaca-se Candida albicans, que € o fungo mais comumente detectado nas
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superficies bucais humanas durante as infeccfes, participando na formacdo de
biofilmes polimicrobianas em tecidos bucais e acrilicos, podendo atuar na aderéncia
de outros microorganismos, interferindo na sua patogenicidade (Diaz et al., 2012;
Montelongo-Jauregui; Lopez-Ribot, 2018). Diversos estudos relatam a importancia
de C. albicans na instalacdo e progressédo da carie dentaria (Falsetta et al., 2014;
Pereira et al., 2018; Sampaio et al., 2018; Xiao et al., 2018), especialmente nos
casos de carie severa da infancia (Kim et al., 2017; Xiao et al., 2018).

Observa-se que a presencga de C. albicans em biofilmes de S. mutans, além
de contribuir com o crescimento e desenvolvimento de microcoldnias bacterianas,
favorece a atividade das GTFs, induzindo a expressao dos fatores de viruléncia da
bactéria (Falsetta et al., 2014; Xiao et al.,, 2018). Além disso, dados recentes
demonstraram que a presenca do fungo aumentou o potencial cariogénico de
biofilmes de S. mutans, potencializando a desmineralizacdo dentaria (Sampaio et al.,
2019). Apesar do declinio da prevaléncia de carie dentaria (Kassebaum et al., 2015),
esta doenca ainda hoje € considerada como um topico negligenciado em muitos
sistemas de salde, uma vez que representa um grande problema de saude na
maioria dos paises industrializados, atingindo uma vasta parcela de adultos, mas
especialmente, acometendo grande parte da populacédo infantil (Petersen et al.,
2005).

As concentracfes de fésforo (P) e calcio (Ca), ndo somente no biofilme total,
mas também no fluido do biofilme, exercem papel fundamental nos processos de
des- e remineralizacdo da estrutura dentaria. A presenca destes ions no ambiente
bucal durante o desafio cariogénico proporciona uma diminuicdo no processo de
desmineralizacdo e um aumento no processo de remineralizacdo do esmalte
dentério (Ten Cate et al., 1996). Este cenario tem impulsionado a investigacao de
estratégias visando a potencializagdo dos efeitos preventivos de produtos, dentre as

guais se destaca a suplementacdo com sais de fosfatos.

Estudos recentes mostraram que solugdes e dentifricios suplementados com
0 um novo ciclofosfato de calcio (CaTMP) promove efeito protetor na erosao inicial
do esmalte superiores ao grupo 1100 ppm F e NaTMP, in vitro (Guisso, 2024;
Macedo, 2021). Logo, a sintese do CaTMP proveniente do trimetafosfasto de sodio
(NaTMP) é eficaz por meio de uma coluna cromatografica de troca idnica com resina

cationica seguida de uma reacédo de neutralizacdo com uma solugéo contendo fonte
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de Ca (Guisso, 2024; Macedo, 2021). Além de efeito na erosao inicial do esmalte,
dentifricios contendo CaTMP promoveram efeitos protetores superiores ao grupo
1100 F na desmineralizacdo do esmalte dental bovino in vitro (Peres, 2023) e
apresenta citocompatibilidade e potencial de biomineralizacdo em células
odontoblasticas (Basi, 2024).

Estes achados abrem possibilidades para associagbes entre ions ou
compostos, com a finalidade de potencializar os efeitos do CaTMP tanto sobre os

tecidos dentarios duros, como sobre biofilmes orais e a matriz extracelular.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito ciclofosfato a base de calcio
(CaTMP), proveniente da substituicdo do ion sodio (Na*) do trimetafosfato de sddio
(NaTMP) por ions calcio (Ca**), associado ou nao ao fluoreto (F), sobre a
composicdo da matriz extracelular (MEC) de biofilmes mistos de Streptococcus
mutans e Candida albicans, formados in vitro.



14

3 METODOLOGIA

3.1 Processamento do ciclofosfato a base de célcio

O ciclofosfato contendo calcio (CaTMP) foi preparado a partir da diluicdo de
NaTMP (NasP3Og, CAS 7785-84-4, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) em agua
deionizada (pH 5,6). A rota de sintese para a substituicdo do Na* pelo Ca** foi
realizada por cromatografia seguida pela mistura de solucdo de TMP sem Na e
solucdo de Ca(OH)2 (Griffith, 1962; Watanabe et al.,, 1998). Para realizar a
cromotografia, a solucdo foi tratada em uma coluna de vidro (2 cm x 30 cm)
contendo resina de troca idnica catibnica forte na forma H* (PUROLITE C100H,
Purolite®, Philadelphia, PA, EUA) para a substituicdo dos ions Na* pelos de ions de
Ca*™, com fluxo de 0,5 mL/min (Watanabe et al., 1998). ApGs a passagem pela
coluna (pH 0,7) foi adicionado a solucdo tratada a solucdo de Ca(OH):
(C6d.HC09743RA, Exbdo, Sumare, SP, Brasil) diluido em agua deionizada até
atingir o mesmo valor de pH da solucdo de NaTMP antes da troca ibnica. A solucao
foi mantida em estufa por 48 horas a 37°C para precipitacdo do novo composto,
seguido pela filtragem usando papel filtro quantitativo (Quanty JP42, J Prolab, Séo
José dos Pinhais, PR, Brasil) e funil de Buchner conectado a um sistema de vacuo
(<600 mmHg) (Amaral et al., 2018; Griffith, 1962). O precipitado foi mantido em
estufa por 24 horas a 70°C para secagem, e o p6, homogeneizados em moinho de
bolas (Planetary Micro Mill PULVERISETTE 7 classic line, Fritsch GmbH,
IdarOberstein, Alemanha) por 8 horas (Amaral et al., 2018; Guisso, 2024).

A caracterizacdo do CaTMP foi realizada na Faculdade de Engenharia
(FEIS/Unesp). O po sintetizado foi depositado sobre suporte recoberto com fita de
carbono, submetidos a vacuo e pulverizacdo catddica para uma fina cobertura com
ouro (Quorum - Q150T E, West Sussex, UK). As morfologias das particulas foram
obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV, Carl Zeiss, EVO ILS15, Carl
Zeiss NTS LTD, Germany) a 20 kV e aumento de 3.000 x. A composi¢ado quimica
das amostras foi determinada por espectroscopia de raios-X por dispersdo de
energia (EDS, Oxford Instruments, INCAx - act, 133 eV, England) com 20 keV,
resolucdo espacial de x 2 um e tempo de contagem de 150 s. Os elementos
guimicos analisados foram fésforo (P), oxigénio (O), sodio (Na) e calcio (Ca)
(Guisso, 2024).
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3.2 Preparo da saliva artificial

Foi preparada saliva artificial de acordo com Lamfon et al. (2003), conforme
modificado por Cavazana et al. (2018), com a seguinte composicéo: Para 1 L de
agua deionizada: 2 g de extrato de levedura (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 5 g de
peptona bacteriol6gica (Sigma-Aldrich), 4 g de sacarose (Sigma-Aldrich), 1 g de
mucina (Sigma-Aldrich), 0,35 g de NaCl (Sigma-Aldrich), 0,2 g de CaClz (Sigma-
Aldrich) e 0,2 g de KCI (Sigma-Aldrich). O pH da solucéo foi ajustado com NaOH
para 6,8.

3.3 Cepas de microrganismos, formacéo de biofilme

Foram utilizadas as seguintes cepas de referéncia da American Type Culture
Collection (ATCC): S. mutans ATCC 25175 e C. albicans ATCC 10231. Culturas dos
microrganismos mantidas a -70 °C em glicerol foram semeadas em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD; Difco, Le Pont de Claix, Franga), para C. albicans, e cultivadas por
24 horas a 37 °C. Culturas de S. mutans foram semeadas em Agar Infusdo de
Cérebro e Coracéo (BHI Agar; Difco) e incubadas em 5% de CO2 a 37 °C por 24
horas. Para C. albicans, uma al¢cada obtida das placas de ASD foi suspensa em 10
mL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco) e incubada a 37 °C durante a noite, sob
agitacdo de 120 rpm. Colbnias de S. mutans foram suspensas em 10 mL de BHI
caldo (Difco) e incubadas estaticamente durante a noite em 5% de CO2 a 37 °C.
Apo6s o periodo de incubacéo, as células fungicas e bacterianas foram recuperadas
por centrifugagdo a 8000 rpm, por 5 minutos, a 15 °C, e os pellets de células foram
lavados duas vezes com 10 mL de solucédo salina (0,85% NaCl). A quantidade de
células fangicas e bacterians foi ajustada para uma concentracdo de 10’ e 108
células/mL, respectivamente. A cada 24 h, a saliva artificial foi renovada (Cavazana
et al., 2018).
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3.4 Tratamento dos bhiofilmes

As concentragbes de CaTMP foram determinadas de acordo com dados
anteriores (Guisso, 2024), resultando nos seguintes grupos experimentais: 0,5 e 1%
de CaTMP; 0,5 e 1% de CaTMP com 1100 ppmF; 0,5 e 1% de trimetafosfato de
sédio (NaTMP), 0,5 e 1% de NaTMP com 1100 ppmF. Além disso, foi avaliada
solucéo contendo 1100 ppm F, enquanto SA pura foi testada como controle negativo
(CN).

Os biofilmes foram formados no fundo dos pocos de placas de microtitulacao
de 6 pocos contendo 4 mL do inéculo foram utilizadas, durante 72 h. Posteriormente,
os biofilmes pré-formados foram tratados duas vezes no 1° dia (as 10:00 e 16:00
horas) por 1 minuto e mais uma vez no dia seguinte (10:00h) (totalizando biofilmes
de 96 horas). Assim, cada biofilme foi exposto aos respectivos tratamentos por um
total de trés vezes (Sampaio et al., 2018). Todos os experimentos foram realizados

em triplicata, em trés momentos diferentes.

3.5 Avaliacdo dos componentes da matriz extracelular

3.5.1 Extracdo da matriz extracelular

Apés tratamento com as solugdes, os biofilmes foram lavados com solugéo
salina e raspados do fundo dos pocos usando raspadores de células (Kasvi) e
ressuspendidos em solucdo salina. Na sequéncia, as amostras de biofilmes foram
sonicadas por 30 segundos a 30 W e as suspensofes obtidas foram homogeneizadas
a vortex por 2 minutos. Finalmente, as suspensdes foram centrifugadas a 3.000 x g,
por 10 minutos e o sobrenadante foi filtrado utilizando um filtro de nitrocelulose (0,22
pm; Orange Scientific) (Silva et al.,, 2009). Este sobrenadante foi utilizado para a
analise de proteinas e polissacarideos extracelular (EPS) (Rocha et al., 2018).

3.5.2 Determinacao do peso seco dos biofilmes

Uma amostra dos biofilmes raspados foi filtrada em membrana de acetato de
celulose (0,22 um) e a membrana foi seca a 60 °C até que um peso seco constante
possa ser determinado (Monteiro et al., 2012). A membrana também foi pesada
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antes da filtragem dos biofilmes. Portanto, o peso seco final dos biofilmes foi a
diferenca entre as duas medidas.

3.5.3 Quantificacéo de proteinas e polissacarideos extracelulares (EPS)

O conteudo proteico da matriz extracelular dos biofilmes foi determinado pelo
método do acido bicinconinico (Kit BCA, Sigma-Aldrich), usando albumina de soro
bovino como padrao (Monteiro et al., 2012). Um volume de 25 pL do sobrenadante
obtido foi transferido para pocos de placas de 96 pocos contendo 200 uL da mistura
dos reagentes A e B do kit BCA. As microplacas foram incubadas a 37°C por 30
minutos e a absorbancia das solugbes obtidas serdo lidas a 562nm (Microplate
Spectrophotometer EON, Biotek, USA). O conteudo de carboidratos da matriz
extracelular foi mensurado de acordo com o método de Dubois et al. (1956) usando
glicose como padréo. Em tubos de ensaio de vidro, 500 uL do sobrenadante obtido
foram misturados com 500 pL de fenol 9 % e 2,5 mL de acido sulfurico (95-98%;
Sigma-Aldrich). A solucéo foi homogeneizada em vortex e, apés 15 minutos de

repouso na temperatura ambiente, a absorbancia sera lida a 490nm.

3.6 Andlise estatistica

Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata e repetidos em trés
momentos diferentes. Os dados foram submetidos a ANOVA a um critério, seguido
pelos testes Student-Newman-Keuls (p<0.05). A andlise estatistica foi realizada
usando o software SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, EUA),

adotando p<0.05 como estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS

As imagens obtidas pelo MEV, foi possivel observar granulagbes pequenas e
regulares para os grupos de NaTMP e CaTMP (Figura 1A e 1C). Pelos
espectrogramas obtidos pela técnica do EDS, foram observados picos de Na a 1,04
keV para o NaTMP, além de picos de O a 0,52 keV e P a 2,02 keV comuns para 0s
dois compostos, houve também a presenca de picos a 3,69 e 4,00 KeV
caracteristicos de Ca no grupo de CaTMP. A porcentagem (%) da massa de P nas
amostras de CaTMP foi menor quando comparada ao NaTMP e a % de O foi maior
para no CaTMP (Figura 1C e 1D).

Figura 1 - Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura das
amostras TMP (A) e CaTMP, e respectivos histogramas de EDS (C e D)
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Fonte: Basi, 2024

Em relacdo a quantidade de proteinas, o menor valor foi observado para o
grupo tratado com 1% CaTMPF quando comparado aos outros tratamentos (p>0,05;
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Figura 2A). Os grupos 0,5% CaTMP, associado ou ndo ao F, e o grupo 1% NaTMPF
apresentaram reducédo na proteina quando comparado ao grupo de 1100 ppmF, sem
diferenca estatistica entre os mesmos (p>0,05; Figura 2A). Quanto aos carboidratos,
todos os tratamentos apresentaram reducdo quando comparado ao grupo controle
(CTL). Os grupos 0,5% CaTMPF e 1% CaTMPF promoveu as maiores reducdes de
EPS quando comparado aos outros grupos avaliados, sem diferenca estatistica
entre eles (p>0,05; Figura 2B).

Figura 2 - Valores médios (DP) de proteina (A) e carboidrato (B) da matriz
extracelular de biofilmes de Streptococcus mutans e Candida albicans obtidos
ap6s tratamento com diferentes concentracbes de NaTMP ou CaTMP,
combinados ou ndo com F. Letras maiusculas diferentes denotam diferencas

estatisticas entre os grupos
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5 DISCUSSAO

A suplementacédo de produtos fluoretados com sais de fosfato contendo célcio
demonstrou ser uma alternativa na reducédo da perda do esmalte em modelos de
cérie in vitro (Emerenciano et al., 2024; Zaze et al., 2014). Estudo recente mostrou
gue sintese de um novo composto proveniente do NaTMP, aumentou o efeito
anticarie de dentifricios sem fluoreto suplementados com CaTMP (Peres, 2023). A
presenca de fosfato de calcio levaria a sua maior precipitacdo sobre a superficie
dental potencializando o efeito contra a formacao de lesdo de carie, porém nenhum
dado sobre o efeito na matriz extracelular. No presente estudo, o CaTMP, associado
ou nado ao F, influenciou na reducao da concentracdo de proteina e carboidrato da

matriz extracelular no biofilme misto de S. mutans e C.albicans.

A exposicdo do CaTMP nos biofilmes leva a niveis mais altos de calcio (Ca) e
fosforo (P), o que poderia influenciar os componentes da matriz extracelular (Lynch,
2004). A capacidade dos microrganismos dentro dos biofilmes de detectar alteragcbes
nos componentes do meio € uma tarefa importante que permite que os patdégenos se
ajustem de forma eficiente ao ambiente, desencadeando assim a expressdo de
genes responsaveis pela viruléncia e resisténcia (Islam, 2020). Os tratamentos com
altas concentracdes de Ca, conforme demonstrado anteriormente (Cavazana et al.,
2021), pode ter induzido alteracbes celulares, resultando na lise celular e na
liberacdo de material genético que pode ser competente para a sobrevivéncia em
um ambiente com alto teor de Ca. Além disso, o0 excesso de Ca afeta a formacao de
hifas, resultando na formacdo de pseudo-hifas e diminuigdo da viruléncia desse

fungo e consequentemente interferir nos componentes da matriz extracelular.

A tolerancia ao Ca pode desempenhar um papel crucial em bactérias
cariogénicas (Astasov-Frauenhoffer et al., 2017), uma vez que este ion altera o
metabolismo celular dos microrganismos e sua capacidade de detectar e responder
a concentracdo ambiental, um aspecto crucial da patogénese bacteriana (Rosch et
al., 2008). A rigidez estrutural para a protecdo do ambiente externo e o controle da
regulacdo génica e adsorcdo de nutrientes sdo fungdes importantes da matriz
extracelular (Hobley et al., 2015). A sacarose consiste em um componente essencial
para a producdo de matriz extracelular, afetando assim o crescimento do biofilme

(Tomé et al. ,2017), e por isso foi adicionada a saliva no presente estudo.



21

Os tratamentos realizados com CaTMP e F foram eficazes na reducao de
carboidratos e proteinas da matriz extracelular. Resultados semelhantes foram
encontrados em um estudo anterior, que avaliou o efeito do glicerofosfato de calcio
(CaGP) no biofilme de duas espécies de S. mutans e C. albicans (Cavazana et al.,
2019). Um estudo in situ mostrou uma reducéo significativa nas concentracdes de
polissacarideos extracelulares (EPS) em biofilmes expostos a CaGP e F (Amaral et
al., 2018), reforcando assim os presentes achados. A presenca de glucanos
insoliveis em agua na matriz do biofilme € um fator relevante na patogenicidade do
biofilme relacionado a céarie dentaria (Koo; Falsetta; Klein, 2013). Esses
polissacarideos dificultam a penetracdo de farmacos e produzem areas acidas,
favorecendo a desmineralizacdo das superficies dentarias (Xiao et al., 2012). Nesse
sentido, a reducdo de carboidratos consiste em um aspecto favoravel para o controle
da carie dentéaria. Os valores mais baixos de proteinas também desempenham um
papel importante na cérie dentaria, dado o seu envolvimento na fixacdo do biofilme
nas superficies, permitindo a ligacdo entre as células, a transferéncia horizontal de
genes entre as ceélulas e outras funcbes da matriz extracelular (Flemming;
Wingender, 2010).

E importante enfatizar, no entanto, que um modelo de biofime de dupla
espécie ndo representa totalmente um biofilme multiespécie encontrado no meio
bucal. Apesar da limitacdo deste modelo de biofilme, os resultados obtidos
forneceram dados adicionais sobre os mecanismos pelos quais o CaTMP interfere

na dindmica da carie dentaria, estimulando novos estudos com este ciclofosfato.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o CaTMP interferiu na composi¢cédo da matriz extracelular dos

biofilmes analisados, especialmente quando combinado ao F.
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